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of an LPG fiber. 
Figure 6.2. The relationship between the grating period and the wavelength at which coupling 
occurs to a set of symmetric cladding modes (LP0,20–LP0,25), where numbers refer to the order of 
the cladding mode, LP0x, assuming that the LPG was fabricated in an optical fiber of a cut off 
wavelength of 670 nm. 
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Figure 6.3. (a)Transmission spectra of the LPG (100 μm) in Sucrose solutions of different 
concentrations. (b)Dependence of the wavelength shift upon the Sucrose concentrations. RI data of 
Sucrose solutions are taken from the reference. 
Figure 6.4. Transmission spectra of the LPG (110.8, 110.9, 111.1, 111.3 μm) in Sucrose solutions of 
different concentrations. Dependence of the wavelength shift upon the Sucrose concentrations. RI 
data of Sucrose solutions are taken from the reference. 
Figure 6.5. Schematic diagram of Layer-by-Layer method. 
Figure 6.6. Schematic of the deposition of a film containing PDDA and TSPP onto an LPG optical 
fiber. 
Figure 6.7. Changes in the transmission spectra of the LPG optical fiber as the number of layers 
deposited (marked next to each line) increased, when the outermost layer was (a) PDDA and (b) 
TSPP. 
Figure 6.8. UV–vis absorption spectra of a PDDA/TSPP alternate film produced using five 
deposition cycles when the outermost layer was (a) PDDA and (b) TSPP. The insert in (b) shows the 
relationships between the absorbances at 429, 485, and 700 nm and the number of deposition cycles 
performed. 
Figure 6.9. UV–vis absorption spectra of a PDDA/TSPP film deposited using five cycles before and 
after the film was exposed to HCl vapor produced by a 0.1 M HCl solution, and transmission spectra 
of a PDDA/TSPP film deposited using fifteen cycles before and after the film was exposed to HCl 
vapor produced by a 0.1 M HCl solution. 
Figure 6.10. (a) Changes in the transmission spectra and (b) responses of the sensor when the LGP 
sensor coated with a PDDA/TSPP film produced using fifteen deposition cycles was exposed to 
ammonia gas, where 0 ppm means pure water vapor (containing no ammonia). 
Figure 6.11. Comparison of the wavelength shifts after exposed to 100 ppm ammonia and the 
transmission changes obtained using the sensors with films produced using six, nine, and fifteen 
deposition cycles. 
Figure 6.12. (a) Evolution of the UV–vis absorption spectrum of a PDDA/TSPP film produced 
using five deposition cycles on a quartz plate. The black line is for the as-prepared film, the green 
line for the film after it had been exposed to HCl vapor produced by a 1.0 M HCl solution, and the 
blue line is for the film after it had been exposed to ca. 500 ppm ammonia gas. (b) Schematic of the 
mechanism through which the PDDA/TSPP film deposited on an LPG fiber senses ammonia. 
Figure 6.13. Chemical structures of the compounds used for film preparation and schemetic 
illustration of an LPG fiber. 
Figure 6.14. TS changes of the LPG optical fibre after deposition of PAA: (a) PAH/PAA and (b) 
PDDA/PAA films, respectively. 
Figure 6.15. (a) TS changes of the LPG fibre modified with a 7-cycle PAH/PAA film at the exposure 
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to different concentrations of ammonia gas and (b) dependence of wavelength shifts and TS changes 
of the 2nd resonance band upon the ammonia gas concentration. 
Figure 6.16. (a) Reflection spectra of the films with different PAA deposition layers and (b) film 
thicknesses calculated from the reflection spectra. (c) Reflection spectra of the 7-cycle PAH/PAA 
film after exposure to different concentrations of ammonia gas and (d) the corresponding OT 
changes. 
Figure 6.17. AFM images of the surface morphology of the 7-cycle (a and b) PDDA/PAA and (c 
and d) PAH/PAA films before (a and c) and after (b and d) exposure to ammonia gas (3000 ppm), 
respectively. 
Figure 6.18. (a) Thickness changes of the PAH/PAA and (PAH/PAA)1PAH films after exposure to 
ammonia gas (3000 ppm). Schematic illustration explains the mechanism of the morphological 
changes of both films. 
Figure 6.19. Schematic illustration of the morphology change in the PAH/PAA film after exposure 
to ammonia gas. 
Figure 6.20. Chemical structures and abbreviations of the compounds used for molecular imprinting 
and photodegradation experiments. 
Figure 6.21. Schematic illustration of the process of modifying the surface of the optical fiber LPG 
with a molecularly imprinted film. 
Figure 6.22. TS of the LPG optical fiber upon deposition of the (a) TMPyP/TiO2 film and (b) NI-
film for 4.5 h, and after heat-treatment at 60 °C (humidity 90 %) for 12 h, measured in water and air. 
Figure 6.23. Comparison of the SEM images of the films deposited on silicon wafers. (a) NI-film 
after 4.5 h deposition and (b) after 12 h heat treatment at 60 °C. (c) TMPyP/TiO2 film after 4.5 h 
deposition and (d) after 12 h heat treatment at 60 °C; The insets in (b) and (d) show photographs of 
the NI-film and TMPyP/TiO2 film prepared on the silicon substrate, respectively. 
Figure 6.24. TS of the MI-film-modified LPG upon rebinding with different concentrations of 
TMPyP in (a) water and (b) air. (c) Calibration curves plotted from wavelength shifts of the 1st and 
2nd resonance bands in water, and the 2nd resonance band in air. 
Figure 6.25. Comparison of the wavelength shifts upon exposure to the template and guest 
molecules for the MI- and NI-films. 
Figure 6.26. (a) UV–vis absorption spectra of the MI-film before and after heat treatment at 60 and 
90 °C and upon TMPyP removal and rebinding in a 100 μM solution. The pink line shows the UV–
vis spectrum of a TMPyP solution (10 M). (b) The photodegradation of TMPyP on the MI-films, 
which are prepared without heat treatment (black line), with heat treatment at 60 °C (red line), and 
with heat treatment at 90 °C (blue line), under UV irradiation assessed from the absorbance at 422 
nm. 
Figure 6.27. TS of the MI-film-modified LPG sensor prepared to explore its photocatalytic activity 
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and (b) dynamic intensity changes of the MI-film-modified LPG sensor due to TMPyP rebinding 
measured at 800 nm under indoor visible light and under UV irradiation. 
Figure 6.28. Schematic diagram of photocatalytic function of titanium oxide thin film. 
Figure 6.29. Structures of the chemicals used in this study. 
Figure 6.30. (a) UV-vis spectra of c-AuNPs in aqueous solutions of SPM at different concentrations 
and (b) dynamic responses obtained from the formula of A520+1/A700+1. 
Figure 6.31. (a) Visual color changes of c-AuNPs in aqueous solutions of SPM at different 
concentrations (from 0 to 50 μM). (b) TEM image of aggregated c-AuNPs in a SPM solution at 2.5 
M. 
Figure 6.32. pH of SPM solutions at different concentrations with (○) and without (□) c-AuNPs. 
Figure 6.33. Calibration curves of A520+1/A700+1 vs. concentrations of amine compounds including 
c-AuNPs. Inset shows a linear dependence of A520+1/A700+1 on the DAH concentration. 
Figure 6.34. (a) UV-vis spectra changes of c-AuNPs due to addition of a different volume of SPM at 
5 μM in water and (b) absorbance changes at 520 and 700 nm. 
Figure 6.35. UV-vis spectra of c-AuNPs with (a) a diameter of 5 nm and (b) a 1:1 mixture of 5 and 
20 nm in diameter in an aqueous solution of SPM at 2.5 μM. 
Figure 6.36. UV-vis spectra of c-AuNPs with a diameter of 20 nm (solid line in all figures) when 
diluted with (a) water and urine samples from three healthy volunteers: (b) A, (c) B, and (d) C with 
(dotted lines) and without (dashed lines) 2.5 μM SPM, respectively. 
Figure 6.37. UV-vis spectra of c-AuNPs in aqueous solutions of amino acids at 500 μM. 
Figure 6.38. Schematic illustration of synthesis of cationic gold nanoparticles (AuNPs+). 
Figure 6.39. (a) UV–vis spectrum of AuNPs+ (0.5 mg mL-1 in water) and (b) TME image of 
AuNPs+. Inset of (a) shows the size distribution diagram of AuNPs+. 
Figure 6.40. UV–vis spectral changes during the 10-cycle film deposition of AuNPs+ with an 
alternate layer of (a) PAA and (b) PSS on quartz substrates. Insets show absorbance increases at 229 
and 544 nm. 
Figure 6.41. (a, c) UV–vis spectra measured after the film was exposed to the ammonia gas 
vaporized from a solution of 1 wt% ammonia for 30 min and immersed in a solution of HCl in water 
(0.1 M) for 15 min for the 10-cycle AuNPs+/PAA and AuNPs+/PSS films, respectively. (b, d) Shifts 
of SPR absorption maximum and absorbance changes at 299 and 544 nm for each film. 
Figure 6.42. Comparison of FTIR spectra of (a) 1 and a 10-cycle AuNPs+/PAA film on a gold-
coated glass substrate (b) before and (c) after exposure to ammonia gas and (d) after HCl treatment. 
Adopted wavenumbers: (i) 3296, (ii) 2917, (iii) 2850, (iv) 1720, (v) 1639, (vi) 1544, (vii) 1453, and 
(viii) 1414 cm−1. 
Figure 6.43. Schematic illustration of the correlation between the optical and morphological changes 
in the AuNPs+/PAA film due to exposure to ammonia gas and HCl treatment. 
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論文概要： 
がんは、主要な死因の一つであり、がんの早期発見ができれば、がん患者の生存
率が高まることが期待されている。がんの早期発見には、新たな非侵襲的な診断法や
検査法が必要とされている。ゲノミクス、プロテオミクス、バイオインフォマティクス、そし
て近年話題となったメタボロミクス等のバイオマーカーは、がんなどの疾患の原因と遺
伝的変動との相互作用と相互関係を理解するのに役に立つ。特に、近年では、尿お
よびプラズマなどの体液中の低分子代謝物（分子量が 1 kDa以下）を様々な分光法を
用いて分析し、更に、定量化することができ、代謝表現型の情報を提供し、個別化医
療や公共医療に適用することができる。しかし、日常検査に適応可能な高感度と特異
度に優れたがんバイオマーカーが少なく、新規がんバイオマーカーの発見が急務とな
っている。近年、揮発性有機化合物（VOCs）は、がんなどの疾患のバイオマーカーで
あると認識され、低分子揮発性バイオマーカーの分析は、最も有望なメタボロミクスア
プローチの一つである。そこで本研究は、生体試料（主に唾液と尿）並びにがん細胞
培養において代謝する VOCs の中からがんバイオマーカーの特定を行い、非侵襲的
かつ確実性の高いがんの早期発見方法の樹立を目指す。 
本博士論文は、全 7章から構成されている。 
第 1章では、研究背景や目的、論文の構成を記述した。 
第 2 章では、水溶液中の VOCs を高感度に抽出できる ZSM-5（ゼオライト）/PDMS
（ジメチルポリシロキサン）ハイブリッド薄膜を開発し、ガスクロマトグラフィー/質量分析
法（GC-MS）による VOCs の同定を記述した。その結果、ZSM-5/PDMS 薄膜は、水溶
液中の多様な VOCsへの抽出率の向上を実現した。 
第 3 章では、ZSM-5/PDMS 薄膜による高感度なヒト唾液および尿中 VOCs の分析
結果を記述した。バイオマーカーは、ヒトの血液から探索するのが最も効率的であるが、
血液の採取が侵襲的であり、血漿や血清のプロテオーム解析（微量タンパク質の解析）
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が容易ではない。血液中の VOCs は、一般的に受動拡散を介し、唾液に転送される。
そのため、唾液中の VOCs は、血液中の生化学的情報を反映する。従って、唾液分
析は、人体生理学的および病理学的状態を調べるための有効な方法であると考えら
れる。本章では、健常者 8名の唾液と 6名の尿の分析から、良好な日間再現性を示し
た 34 と 33 成分の VOCs がそれぞれ特定できた。人体における VOCs の分子情報の
解明や成分の内因性・外因性の区別を可能にした。また、口腔がん患者唾液に含ま
れる VOC 分析を行い、健常者と区別することができ、がんを識別できる複数のバイオ
マーカーが得られた。 
第 4 章では、開発した ZSM-5/PDMS 薄膜を利用し、HeLa 細胞(ヒト子宮頸がん)培
養における揮発性低分子バイオマーカーの探索を述べた。結果として、有意差を示し
た VOCsは、14成分であった。本章は、少量の細胞培養液（6 mL）に存在する微量な
VOCs の高感度な抽出および分析を行った。連続的に培養した細胞の分析を通じて
新規確実性が高い揮発性バイオマーカーの特定に成功している。更に、薬品の HeLa
細胞培養への投与による細胞 VOC代謝の影響を発見した。 
第 5 章では、HepG2 細胞（ヒト肝がん）を培養し、VOC バイオマーカーの解明を試
みた。ヒト肝臓由来の分化細胞株の HepG2 は、ウイルス感染がないため、肝細胞がん
モデルとして使用できる純粋な細胞株である。結果として、7 成分が有意差を示し、潜
在的な HepG2 細胞の VOC バイオマーカーである。また、HepG2 細胞を潜在的な
VOC バイオマーカーである 1-butanol ガスに暴露したところ、HepG2 細胞の死滅が誘
導され、通常培養条件と異なる VOCs の代謝パターンが示された。本研究で発見した
新規 VOCバイオマーカーの抗がん性を実証した。 
第 6 章では、これまでに得られた疾患と関連する低分子代謝物の分子情報を背景
に、新たな低分子代謝物の検出方法の開発を行った。長周期格子光ファイバー（LPG）
は、ファイバーコア屈折率の周期的な変調であり、ファイバー周囲の屈折率を敏感に
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捉えることができる。このような物理パラメーターである屈折率を高感度に応答する光
ファイバーに高分子電解質、シリカナノ粒子、ポルフィリン、酸化チタンなどのナノ薄膜
（人工レセプター）を修飾することで、LPG は、高感度かつ選択的な低分子代謝物の
センサーとして応用できることを証明した。また、高い吸光係数、大きい表面積、ユニ
ークな表面プラズモン共鳴(SPR）などの特徴を有する金ナノ粒子（AuNPs）を利用し、
アンモニアガスやヒト尿中腫瘍バイオマーカーであるスペルミン（ポリアミン）の検出を
可能にした。将来的に、新しい疾患診断技術の確立を目指す。 
第 7章では、各章で得られた知見を整理し、総括とした。 
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Abstract: 
Cancer is one of the major causes of death in the world. It is expected that survival rate 
will increase if early detection of cancer is possible. Therefore, noninvasive diagnostic 
and specific testing methods for the early detection of different types of cancer is required. 
Genomics, proteomics, bioinformatics, and in recent years metabolomics which became 
a hot topic, is helps to understand the interaction and the mutual relationship between the 
genetic variation and the pathogenesis of the disease. In particular, recently, metabolites 
(molecular weight≦1 kDa) in body fluids such as urine and plasma can be quantitative 
and qualitative using various spectroscopic methods, therefore, analysis of metabolites 
provides information metabolic phenotype and it can be applied to individualized 
medicine and public health. However, there are few cancer biomarkers with high 
sensitivity and specificity that can be applied to routine examination, and discovery of 
novel cancer biomarkers is an urgent matter. In recent years, volatile organic compounds 
(VOCs) are being recognized as biomarkers for diseases such as cancer. Analysis of 
VOCs is one of the most promising metabolomics approaches, which could potentially 
serve as a reliable, noninvasive and specific test for the early detection of different types 
of cancer. In this thesis, analysis of cancer biomarkers from VOCs generated cancer cell 
culture and body fluids (saliva and urine) was investigated and a new noninvasive and 
high reliability diagnostic method for the early detection of cancer was established. 
This thesis consists of seven chapters. 
Chapter 1, scribes the research background, purpose and the composition of the thesis. 
Chapter 2, ZSM-5 zeolite-loaded poly(dimethylsiloxane) (PDMS) hybrid thin films 
were demonstrated for efficient thin-film microextraction (TFME) coupled with gas 
chromatography–mass spectrometry (GC-MS) for analyzing organic volatiles in water. 
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The extraction efficiency for a series of aliphatic volatile compounds and two aromatic 
compounds was significantly improved owing to the presence of ZSM-5 zeolites. Limits 
of detection (LOD) and limits of quantitation (LOQ) of individual analytes were in the 
range from 0.0054 to 0.99 ppb and from 0.016 to 3.0 ppb, respectively. TFME procedure 
using the ZSM-5/PDMS hybrid film GC‒MS method for VOCs extraction include sample 
volume reduction, high sensitivity, high resistance to the sampling environment, high 
extraction efficiency, and large extraction volume. This approach has a high potential to 
be easily applied to other research fields such as food and environmental analysis, and 
biotechnology. 
Chapter 3, in this chapter established techniques for the analysis of VOCs in human 
saliva and urine with high sensitive. Biomarkers is most efficiently searched from human 
blood. However, blood sampling is invasive and proteome analysis (analysis of trace 
protein) of plasma and serum is not easy. VOCs in the blood is generally transferred to 
saliva via passive diffusion. VOCs in saliva reflects biochemical information in blood. 
The saliva and urine samples were continuously collected from eight and six healthy 
volunteers over a period of more than five days, respectively. Approximately 50 to 100 
VOCs were obtained from the individual samples, among which 34 and 33 compounds 
were reproducible for the saliva and urine samples, respectively. The current study based 
on TFME using ZSM-5/PDMS hybrid films would provide a potential methodology for 
the sensitive analysis of VOCs or new biomarkers present at trace levels in biological 
samples. In addition, saliva of oral cancer patients was analyzed to enable identification 
of VOC-based cancer biomarkers. In the future it is expected to discover new VOC 
biomarkers showing high disease through analysis of saliva or urine of patients. 
Chapter 4, VOCs analysis in cell culture is an excellent model for biological 
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mechanism research involving diseases such as cancer and is useful for defining potential 
VOCs biomarkers of disease. The VOCs associated with HeLa (cervical cancer) cell line 
metabolism have been analyzed with GC-MS by comparing culture medium without cell 
culture. 14 VOCs showed significant difference (wilcoxon signed-rank test, p<0.05) for 
HeLa cells. In this chapter, sensitivity analysis of VOCs present in a small amount of cell 
culture medium (6 mL) was performed. Through analysis of continuously cultured cells, 
the present method succeeded in identifying volatile biomarkers with high certainty. In 
addition, the specific reduction of cancer cells was confirmed by adding potential VOCs 
base biomarker and conventional anti-cancer agents to cell culture. The influence of the 
cellular VOCs metabolism by drug administration to HeLa cell culture was discovered. 
Chapter 5, discovery of novel cancer biomarkers of HepG2 cells (human liver cancer) 
was performed. HepG2 represents a pure cell line of human liver cancer with the benefit 
of no virus infection. As a result, 7 VOCs showed a revealed significant difference, which 
are potential HepG2 VOCs biomarkers. Exposure of HepG2 cells to the potential VOCs 
biomarker 1-butanol gas induced death of HepG2 cells and showed a metabolic pattern 
of VOCs different from ordinary culture conditions. The anticancer properties of the 
novel VOCs biomarkers discovered in this study have been demonstrated. 
Chapter 6, based on the molecular information of low molecular weight metabolites 
related to diseases obtained by past study, new sensing approach for detecting low 
molecular metabolites were developed. Long period grating (LPG) is a periodic 
modulation of the refractive index (RI) of the core of an optical fiber. In this chapter, LPG 
for chemical and biomedical applications has been demonstrated. The combination of 
LPG optical fibers and nanomaterials thin film, such as polymer electrolyte, silica 
nanoparticles, porphyrin and titanium oxide etc, provided a prospect for the fabrication 
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of high sensitivity sensors offering specific binding to targeted chemical species. Gold 
nanoparticles (AuNPs) have features such as high extinction coefficient, large surface 
area, easy surface modification and unique surface plasmon resonance (SPR), etc. AuNPs 
can be applied as modifying materials for biosensor devices, and detection of biomarkers 
such as VOCs. This chapter demonstrated a new approach for selective and sensitive 
detection of VOCs based kidney disease marker (ammonia) and tumor biomarkers 
(spermine) sensing using AuNPs. 
Chapter 7, the findings obtained in each chapter are organized and summarized. 
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研究目的および背景 
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1.1低分子代謝物によるがんの早期発見 
がん(悪性新生物)は、世界で死亡原因の第 2 位である。2008 年に、世界範囲でが
んによる死亡数が約 760万人(全体の約 13 %)であり、更に約 1240万人が新たなにが
んになったと推定されている。2012 年に、新たに約 1410 万人は、がんになり、がんに
よる死亡数は、820 万人であり、7 人中 1 人が死亡したことがわかる。その内訳は、先
進国と発展途上国は、それぞれ、約 290 と 530 万人であった。2030 年に、がんによる
死亡者数は、1310 万人以上に増加し、更に 2170 万人ががんを新たに患うと予測され
ている[1,2]（Figure 1.1, 1.2）。一方で、厚生労働省の調査によると日本国内において、
近年、毎年 30万人以上ががんによって死亡する。日本では、1981年から死因第 1位
ががんであり、2人に 1人ががんを経験し、3人に 1人ががんで死亡する推移である。
2011年のがんの医療費は、年間 3.6兆円にも上り、がんによる経済的、社会的損失は
大きい。がんが難病になるまた転移する前に、早期診断と適切な治療が重要である[3]。 
 
 
Figure 1.1. Estimated number of new cancer cases by word area 2012. 
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Figure 1.2. Estimated number of new cancer cases and number of cancer deaths by word 
area 2012[2]. 
 
現在、陽電子放射断層撮影検査法(Positron Emission Tomography, PET)は、がん
検査の主流であるが、多くの部位での発見と判定が困難である。他の診断ツールとし
て、CT、腫瘍マーカーを標的とした血液検査等が行われているが、実際に陽性反応
が出た時点では病態が進行してしまっていることも少なくなく、必ずしも早期診断につ
ながっていない。早期発見の可能性を示すがんの殆どは、その早期臨床症状が不足
している。また、現行診断方法が侵襲的で患者に苦痛を与え、コストがかかること、初
期がんについて精度が低いこと、感染の恐れがあること、等々課題も多い。 
がんの早期発見また治療のための最も良い方法は、血清または組織のバイオマー
カーを使用することである。バイオマーカーは、がんの早期発見および治療のための
最良方法として近年認識されるようになった。バイオマーカーとは、生物学的プロセス、
「通常の生物学的過程、病理学的過程、もしくは治療的介入に対する薬理学的応答
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の指標として、客観的に測定され評価される特性」と定義され、広義的に日常診療で
用いられるバイタルサインや、生化学検査、血液検査、腫瘍マーカーなどの各種臨床
査値や画像診断データなどが含まれる（Table 1.1）[4]。 
 
Table 1.1. Classification of biomarkers based on purpose. 
 
 
生体組織の中には、数多くの化学反応が高精度で進行し、通常、健康な状態での
血液中の代謝物の濃度は、殆ど一定の値を示す。しかしながら、E. Jellum が約 40 年
前に提案したように、この生化学プロセスに何らかの欠損が生じた場合（例えば、がん
などの疾患によって）、代謝物の濃度状態が変化するか、もしくは新しい代謝物が生
成される[5]。過去 10 年間にわたって、分子レベルでのバイオマーカーに関する研究
が飛躍的に進歩し、がんなどの致死率の高い病気の早期検査や治療への応用が期
待されている。一般的に、核酸由来、ペプチド、タンパク質、代謝物、血管新生または
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増殖、アポトーシス、低分子などがバイオマーカーとして注目されてきた（Figure 1.3）。
バイオマーカーは、ヒトの血液サンプルから探索するのが最も効率的であると思われる
が、血液や血漿のプロテオーム解析は容易ではない。田中耕一らは、「レーザーイオ
ン化質量分析計用試料作成方法」を開発し、血液中のタンパク質を気化させて分析
でき、病気の早期発見に大きな進歩となった。2002 年に「ソフトレーザー脱離イオン化
法」としてノーベル化学賞を受賞した。しかし、タンパク質は、血液に豊富に存在する
が、がん細胞に由来するタンパク質がただの 1%に過ぎない。その結果、肝臓由来タン
パク質とがん由来のマーカータンパク質の間には 10 桁以上の濃度差が生まれる[6]。
そして、人体にゲノム、プロテオーム、メタボロームは、それぞれ、約 25,000、100,000、
4,000種類が存在する。そのため、4,000種類の低分子代謝物情報を比較的に簡単に
解明できると考えられる[7]。 
 
 
Figure 1.3. Systems biology. Regulatory processes at the DNA level affect the expression 
of downstream molecules, including RNAs, proteins, and metabolites [7]. 
 |  
 
6 
 
近年、揮発性有機化合物（volatile organic compounds：VOCs）の分析は、最も有望
なメタボロームアプローチの一つで、異なるタイプのがんの早期発見のための潜在的
な安全で、非侵襲的及び特異的な方法として関心が持たれている。がんなど様々な
疾患と関連するため、分析方法の継続的な発展に伴い、VOC 定義による疾患診断を
可能にされつつある[8]。VOCs は、人間、動物、植物、微生物などの代謝物の一部と
して生産されている。自然界には、約 200万種類程度の VOCsが存在し、その中で約
数十万種類が匂いとして存在する。食べ物に約 10,000 種類の VOCs が存在し、その
5%は匂いとして存在する[9]。VOCsは、沸点が 50～260℃であり、分子量が 300以下
である。VOCs は、主に芳香族(ベンゼン)、酸素含有化合物(アルコール、アルデヒド、
ケトン、脂肪酸)、硫黄及び窒素、フッ素、塩素、臭素、硫黄、硫化水素、二酸化窒素、
及びアンモニアなどを含める。人体において、VOCs は、呼気、血液、尿、唾液、糞便、
汗などに存在し、体内から排出している。人体における VOCｓの産生メカニズムは、主
に、体内バクテリアの分解、様々な代謝経路を介して体内の様々な細胞からの分泌、
タンパク質および酵素の変化により、改変された代謝物は、血液によって運ばれ、排
泄肺から呼気中、または尿からの排出、皮膚(特に泌尿生殖器領域に)および粘膜か
らの分泌などによる体内の微小環境の変化、直径が約 1 cmほどのがん組織の中央部
で起こる組織の壊死、細胞呼吸プロセスに伴い、産生した活性酸素種(ROS)およびフ
リーラジカルが DNA、RNA、タンパク質などの細胞構造の破壊による VOCs 産生があ
る[8,10]。患者から排出される臭気分子情報に基づいてがんを初めとする様々な疾患
の早期発見に関する研究が行われている。VOCs と疾患の相互関係は、分析技術の
向上によって、その詳細な分子情報の同定が可能となり、匂いの特性に基づく診断が
注目されている。 
例えば、呼気の場合に約 3000 種類の VOCs が含まれている[11]。しかし、人の呼
気に含まれる共通成分には約 20~30種類が存在する[12]。呼気中の VOCs成分の濃
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度は、ピコモルレベル(10-12 mol/L)で非常に低く、呼気中の VOCs バイオマーカーに
よる疾患の診断が困難と言われている[12]。2006 年に Mcculloch らは、二週間ほど飼
い犬に肺がん及び乳がん患者の呼気を健常者の呼気と区別する訓練を行い、肺がん
に対する感度、特異性が共に 99%に、乳がんには感度が 88%、特異性が 98%に達し
た[13]。しかし、犬は、がんだけではなくがんに関わる炎症、感染または壊死に起因す
る臭気を識別している可能性があると指摘された。また、犬の訓練に手間がかかる問
題点がある。 
 
1.2揮発性低分子代謝物の識別 
東洋医学には、望、聞、問、切の四診がある。望診とは、体を見ることで診査する方
法である。主に顔や上腕、舌などの皮膚の血色を見て診断する。聞診とは、声の調子
や呼吸音だけではなくて、体臭や口臭などの臭いを嗅ぐことで診断する。匂いと疾患
に関係性があると分かる[13]。人間を初めとする動物は、外で起きた変化または刺激
を受け取るために嗅覚を発揮する。嗅覚は、多くの動物にとって生存に必須の重要な
感覚である。更に、動物以外にも植物、線虫、昆虫に至るまで、殆どの生き物は、嗅覚
が極めて重要な感覚となっている。数十万にも及ぶ匂い分子を識別する能力は、生物
が持つ匂い分子を認識する嗅覚受容体遺伝子の種類と数によって決まる。人間と比
べ、多くの動物の嗅覚が発達している。人間が持つ約 350 個の嗅覚受容体遺伝子に
対し、原始的な線虫は約 500個、犬は約 800個、最近の研究でアフリカゾウは約 2000
個で一番多く持っていることが解明された（Figure 1.4）[14]。人間をはじめとする生物
による匂い(VOCs)の認識への理解は、低分子代謝物の分子情報の獲得、更に、疾患
相関の解明およびその検知にとって重要である。 
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Figure 1.4. Numbers of OR genes in the genome sequence from 13 placental mammal 
species [14]. 
 
 
 
Figure 1.5. Mechanism of olfactory of living organisms [15]. 
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Richard axel と Linda buckは、匂いの受容体遺伝子の発見と嗅覚感覚の分子メカニ
ズムの解明を遂げ、2004 年度のノーベル医学生理学賞を受賞された。嗅覚受容体遺
伝子は、ラットで初めて同定され、G タンパク質共役型受容体であることが示された
[16]。匂い分子は、嗅細胞に存在する受容体と結合して嗅細胞電位を変化させる。細
胞電位は、嗅神経部位においてインパルス信号に変化され、匂い情報が脳に送られ
る[17]。 
一般的な生物の嗅覚のメカニズムを Figure 1.5に示した。嗅神経、嗅繊毛で匂い分
子を捕らえた嗅覚受容体は、三量体 G タンパク質を活性化し、セカンドメッセンジャー
である cAMP が産出される。cAMP 濃度の上昇に伴い、環状ヌクレオチドイオン性カ
ルシウムチャネルが活性化され、カルシウムイオンが流入する。更に、流入したカルシ
ウムイオンによってカルシウム依存性クロライドチャネルが開口することにより、嗅神経
細胞は、匂い刺激を受け取ってから数百ミリ秒以内に脱分極する。脱分極した嗅神経
は、軸索を通じ、二次神経への乗り換えが起こる嗅球へその電気信号を伝える。すな
わち、嗅神経軸索は、系球と呼ばれる構造体内の僧帽、房飾細胞とシナプスを形成し
て信号を受け渡し、外側嗅索を経由し、脳中枢へと連絡する[18]。 
匂い成分は、嗅上皮を被っている嗅粘液(鼻水)やリンパ液に溶け、匂い受容体と結
合するため、わずかでも水に溶ける性質を持っている物質でないと嗅受容膜まで到達
できない。また、嗅粘液やリンパ液に含まれている成分は、匂い成分と匂い受容体間
の結合を調節する重要な役割を果たしている[19]。Takeuchi らは、匂い受容体タンパ
ク質が発現した立体組織を利用した空気中での匂いの感知に成功している。ハマダラ
カの匂い受容体は、緩衝溶液中で 2-メチルフェノールより、ベンズアルデヒドに高い反
応性を示したと報告した[20]。匂い受容体を利用したセンサーの開発には、動物の鼻
を模倣した嗅粘液層のような薄い液体（緩衝溶液）の層を匂い受容体表面に再現する
こと、簡便で安価な測定装置で匂いに対する反応を検出できることの 2 つの技術開発
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が必要である。しかしながら、匂いの大多数は、親油性のため水に溶けにくいが、疎水
性の高い物質のほど低濃度で匂いがする物質も多く存在する。例えば、昆虫の感覚
子内は、リンパ液（感覚子リンパ）で満たされているため、揮発性で水に溶けにくいフェ
ロモンや匂い分子が感覚子リンパ中に高濃度で存在するフェロモン結合タンパク質ま
たは匂い結合タンパク質と結合することで可溶化され、樹状突起膜上に発現する嗅覚
受容体へと移行すると考えられている。 
人間は、呼気に伴い、吸い込まれる匂い分子を感知し、空気中に揮発しやすい物
質にしか反応しないが、昆虫（触角でにおいを感知）や水中に住む動物（水に溶けて
いるにおい分子を感知）は、より多くの匂いを感じ取ることができる。哺乳類や昆虫は、
それぞれ異なる匂い溶解、受容機構を機能し、匂いを認識する。昆虫の触角上には、
感覚子と呼ばれる多数の突起状の感覚器が存在しており、嗅覚感覚子は、クチクラ上
に多数の嗅孔をもつ多孔性感覚子である。嗅覚感覚子の内部には、複数の嗅覚受容
細胞があり、匂い受容部位である樹状突起を感覚子内へ、軸索を中大脳にある触角
葉とよばれる嗅覚情報処理の一次中枢へ伸ばしている。匂い分子は、触角上の嗅覚
感覚子のクチクラへの吸着、拡散を経て、嗅孔を通り感覚子内部へと入る。感覚子内
は、リンパ液（感覚子リンパ）で満たされているため、揮発性で水に溶けにくいフェロモ
ンや匂い分子は、感覚子リンパ中に高濃度で存在するフェロモン結合タンパク質
（pheromone binding protein：PBP）、または匂い結合タンパク質（odorant binding 
protein：OBP）と結合することで可溶化され、樹状突起膜上に発現する嗅覚受容体へ
と移行すると考えられている。また最近 PBPはフェロモンの可溶化・移行の機能だけで
なく下記に示す嗅覚受容体の活性化にも必須であるという結果が報告されている。結
合タンパク質により可溶化された匂い分子が受容細胞の樹状突起膜上に発現する嗅
覚受容体と結合すると、受容細胞の脱分極が引き起こされ、活動電位が発生し匂い受
容シグナルが触角葉へ伝えられる[21]。 
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1.3固相マイクロ抽出法(SPME)による揮発性低分子分析 
1.3.1固相マイクロ抽出法(SPME)とは 
ライナス・ポーリングは、20 世紀における最も有用な化学者の一人として広く認めら
れている。量子力学を化学に応用した先駆者であり、化学結合の本性を記述した業績
により、1954 年にノーベル化学賞を受賞した。彼は、1971 年に“ひとりの人間の遺伝
的性質に関する情報は、その身体で起きている多くの化学反応速度の反映であること
から、体液の定量的分析を通して与えられる。さらに、体液の定量的分析を通して、現
在よりもより効果的な方法で多くの疾病の診断を行うことができるかもしれない”と述べ
た。そして、彼は、最初にヒト尿および呼気中の代謝物の分析による疾患診断という新
しいアイディアを提唱した。ライナス・ポーリングらは、気液分配クロマトグラフィーを開
発し、ヒトの呼気および尿試料からそれぞれ、約 250 と 280 成分物資の定量測定を可
能にした。その技術によって、数日後に体液の組成を一定（標準偏差約 10%）にする
ことができ、有意な定量分析が可能となった。人間が数日間食事を完全に取らない場
合、体内のほとんどの小分子が胃から血液中に吸収される。結果的に、ヒト腸内細菌
は、栄養不足で消滅することを判明した[22]。 
1990 年代は、分離分析技術が未発達であり、かつ測定機器が極めて高価であった
ため、個々の代謝物を正確に定性・定量することによりも試料中の代謝物パターンを
総括的に評価する手法、所謂メタボリック・プロファイリングが主流であった。それまで
は、分離装置のない検出装置、主に核磁共鳴装置(NMR)や赤外分光器(IR)、質量分
析器(MS)を使用して、試料を分離せずに検出したスペクトルを得ていた。1990年代後
半から液体クロマトグラフィー(LC)における親水性相互作用クロマトグラフィー(HILIC)
カラムの発明やガスクロマトグラフィー(GC)の普及、キャピラリー電気泳動(CE)メソッド
の開発が盛んになり、質量分析と組み合わせることでより多くの低分子代謝物を正確
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に一斉分析することが可能になった[23]。 
Table. 1.2に示したように、現在、低分子代謝物の分析手法としては、主に、フーリエ
変換赤外（FT-IR）分光測定、ガスクロマトグラフィー-質量分析（GC-MS）、液体クロマト
グラフィー-質量分析（LC-MS）、代謝産物の配列、核磁気共鳴（NMR）分光法、ラマン
分光法および薄層クロマトグラフィー（TLC）などが利用されている[24]。その中で、LC-
MS と GC-MS は、カラム分離と質量分析を同時に展開することができ、他の手法と比
べ、安価で高い分析感度を持つため、最も利用されている低分子代謝物の定性・定
量分析手法である。しかし、LC-MSは、GC-MSより高価であり、液体クロマトグラフィー
の再現性に依存する（ガスクロマトグラフィーよりも制御が難しい可能性がある）。また、
陽イオンおよび陰イオンの存在下で代謝産物のイオン化が不十分であるイオン抑制
にも苦しむ可能性がある。GC-MS は、高い感度を有する比較的安価で再現性のある
方法であり、高分離能、豊富なライブラリ情報(約 15,000 件、National Institute of 
Standards and Technology：NIST，国立標準技術研究所）、安定で再現可能な測定な
どの利点を持つ。質量分析などによって解析されつつであるメタボロミクス情報は、そ
の膨大なデータを効率よく解析し、研究者自身が得られた実験結果を整理し、データ
ベース化する必要がある。これまでの知見を新規バイオバイオマーカーの発見や疾患
の診断と関連付ける課題に対処するために、メタボロミクスデータベースが出現してい
る。そのようなデータベースの 1 つは、ヒトメタボロームデータベース（human 
metabolome database : HMDB）である。HMDBは現在、世界最大かつ最も包括的な、
生物特有のメタボロミクスデータベースである。HMDBデータベースには、40,000を超
える代謝産物、数千の代謝産物濃度、700 以上の代謝および疾患関連経路、ならび
に数十の癌バイオマーカーに関する情報が含まれている[25]。 
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Table 1.2. Analytical methods of low molecular weight metabolites and their comparison. 
 
 
一般に、VOCs の分析方法は、ガスクロマトグラフィーの炎イオン化検出器または電
子捕獲検出を用いた質量分析(GC-MS)法などが挙げられる[26]。それに合わせて、
VOCs試料の調製方法は、物理的、物理化学的および化学的方法を含めて非常に広
い。近年では、液体-液体、液体-固体、気体-液体、気体-固相における VOCs 分子挙
動の例が挙げられるが、この分野では、物理化学的方法が主流である[27]。Pawliszyn
らは、1990年にジメチルポリシロキサン(polydimethylsiloxane, PDMS)ポリマーコーティ
ング材料で修飾したステンレス製ファイバーによって様々な VOCs を回収するいわゆ
る SPME 法（固相マイクロ抽出法、solid phase microextraction）を初めて報告した
（Figure 1.6）[28]。それから SPME法は、最も一般的な試料中の VOCsの高感度な抽
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出方法として使用してきた。従来の VOCs 分析方法は、SPME 技術の導入によってさ
らに改善されるため、SPMEに関連する研究が増加する一方である（Figure 1.7）。ヘッ
ドスペース方式固相マイクロ抽出法（Head Space-SPME, HS-SPME）は、液体や固体
試料の上部の空間に揮発したガス状成分を吸着する基本的な SPME 技術であり、最
も使用されている方法として知られている（Figure 1.8）[29]。それから、環境分析以外
に、HS-SPMEによる食品分析、工業分析およびバイオテクノロジーにも適用されるよう
になった[30]。 
 
 
 
Figure 1.6. Schematic diagram of SPME fiber [31]. 
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Figure 1.7. Summary of the published SPME papers and the citations during the past 
decade [32]. 
 
 
 
Figure 1.8. SPME procedure for GC. Reprinted from Journal of Chromatography A, 880 
[33]. 
 
SPME は、複数の平衡によって構成される。抽出システム全体が閉じた系の内部に
ある時、平衡は、SPME 繊維コーティング相、ヘッドスペース気相、水溶液相の 3 つの
相によって形成される。試料の総量は、抽出の間に変化せず、以下の式に従う。 
 
                Co Vs  =  Ch
∞ Vh  +  Cs
∞Vs  +  Cf
∞Vf                  (1) 
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ここで、C0 は、水溶液中の試料の初期濃度であり、Ch
∞、Cs
∞、Cf
∞は、それぞれ、ヘッ
ドスペース、水溶液および SPME 繊維コーティングにおける試料の平衡濃度である。
Vh、VSおよび Vfは、それぞれ、ヘッドスペース、水溶液および繊維被覆の体積である。
VOCs のヘッドスペースが閉じたバイアル管内に存在する場合、Ch
∞、Vh は、省略する
ことができ、式 1は、単に水溶液と繊維コーティングとの間の関係で解釈される。 
 
 
Figure 1.9. SPME is a three phase system between aqueous solution, headspace and fiber 
coating. 
 
Figure 1.9は、いくつかの SPMEサンプリング方式を示した。SPME法には、主に直
接抽出法とヘッドスペース抽出法という 2 つの VOC サンプリング法が存在し、それぞ
れ、ダイレクトおよびヘッドスペースサンプリング（head space, HS）法と呼ばれている。
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HS-SPME 法は、SPME の典型的な例として最もよく知られているが、まだいくつかの
問題が残っている。例えば、吸着に利用可能な SPME 繊維の全表面積がコーティン
グ容積に比例するため、吸着容量が制限される。製品は、製造業者によって大きく異
なる。SPME カートリッジは、プラスチックから構築されるため、大量の試料中では分析
物以外の汚染物（不純物）を吸着し、干渉を受ける[28]。更に、水溶液からの VOC 抽
出において、揮発性および非極性の化合物検体は、半揮発性物質または極性揮発
性物質よりも速く抽出される[34]。 
 
1.3.2ダイレクト抽出法 
ここで、直接抽出法として知られるダイレクトサンプリング手法を紹介する。式 2 に示
したように、Kfxは、繊維コーティングと水相との間の分配定数であり、 
 
                          Kfx = Cf / Cs                            (2) 
 
Cf および Cs は、それぞれ、固相および水相中の有機化合物の濃度である。k は、
固体/水相系の分配係数である。分配比 kは、以下の式で求められ、 
 
                   k = CfVf / CsVs = nf / ns = Kfx Vf / Vs             (3) 
 
nfおよび nsは、繊維コーティングおよび水溶液中のモル数であり、Vfおよび Vsは、
繊維コーティングおよび水溶液の体積である。吸着剤は、有機化合物に対して高い親
和性を有するため、Kfx は、非常に大きい。そのため、SPME 抽出ファイバーは、非常
に良好な感度を有する。しかしながら、Kfx は、マトリックス中の全ての検体を徹底的に
抽出するのに十分ではない。 そこで、2つの異なる式を使用し、SPMEファイバーによ
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って吸収される量を決定する。これは、サンプル容積に依存する。大きな試料体積
（Vs> 5 ml）の場合、繊維コーティングによって吸収される検体の量は、平衡状態で最
初の水性濃度 Coに正比例する。Vsが非常に大きい場合は、次式が使用される。 
 
 
                      nf  =  Kfx  Vf  Vo                               (4) 
 
ここで、nfは、繊維被覆によって抽出された量である。一方、試料体積が 2〜5 mLの
ように非常に小さい場合、試料は、著しく吸着される。その場合、吸収される量は、式 5
で求めることができる。 
 
                    nf  =  Kfs Vf Vs Co / Kfs Vf +Vs                   (5) 
 
この場合、分布定数 Kfs は、非常に大きく、Kfs≧Vsであることから、ほぼすべての検
体が SPME繊維コーティングに移動したことを意味する。 
SPME は、水溶液、ヘッドスペースおよび繊維コーティングの間の三相系である。こ
のシステムでは、抽出された分析の量は、ヘッドスペースまたは液体中の吸着剤の位
置に依存しない。従って、ヘッドスペースと水溶液との間の分析抽出感度は、同じであ
るが、高揮発性化合物に関しては例外である。 
VOC 化合物のヘンリー(Henry's)定数が高い場合、バイアル管内のヘッドスペース
中の VOCs の多くが非常に速く抽出される。一方、Henry's 定数が低い時、VOCs がコ
ーティングから拡散し、SPME ファイバーに到達するまでに要する抽出時間が長くなる。 
K が Henry's である場合、P は、圧力であり、S は、分析サンプル液中へのガスの溶
解度である[35,36]。方程式 7 に基づいて、ガスの溶解度は圧力に比例する。その結
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果、VOCsは、ヘッドスペースと液体の 2つの相に存在する。 
 
K = 
S
P
                          (6) 
 
                             K = 
)(
)(
liquidAnalysis
gasAnalysis                     (7) 
 
ここでKは、平衡定数であり、気相および液相中のガス量である。次に、気体と液体
が nGと nLのモルに等しいことがわかる。ガス中の分析モル数については、以下の式に
従い、 
 
                             PV = nG RT                           (8) 
    
                            nG = 
RT
P
                           (9) 
 
ここで Vは、1であり、分析は、平衡状態にあり、 
 
                            nG R = K×nL                          (10) 
    
                            K×nL = 
RT
P
                          (11) 
 
                           nL = 
RT
P
K

1
                        (12) 
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上記の式から、Kは、P（圧力）に比例して T（温度）に反比例する。要約すると、式（6）
〜（12）により、SPME は、pH、塩、添加剤および物理的（温度など）の条件のような極
限化学物質に依存する。水溶液からの抽出において、揮発性および非極性の化合物
VOCs は、半揮発性物質または極性揮発性物質よりもずっと速く抽出される。この場合、
温度は、VOCsの蒸気圧を決定するため、プロセスの動態に大きな影響を与える。ヘッ
ドスペースプロセスは、VOC 化合物が膜を通って拡散し、その後コーティングに到達
する必要があるため、ダイレクト抽出法より遅い。抽出時間を短縮するためには、抽出
薄膜を使用することや抽出温度の上昇が必要である[28,34]。 
 
1.3.3抽出方式の最適化―薄膜抽出法 
薄膜抽出法(Thin Film Microextraction, 以下 TFME)は、Pawliszyn らによって 2003
年に初めて提案された[37]。揮発性が低い半揮発性の VOC 分析に新たな可能性を
導かれた論文となる。Pawliszyn らは、PDMS-SPME ファイバーを用いて半揮発性
VOC 化合物の水溶液に直接差し込んで、回収したところ、非常に高い抽出効率が確
認された。近年、TFME は、抽出相の体積と表面積、熱および化学的安定性、高い気
孔率などの利点から、従来の SPME 法より高い VOC 抽出効率と感度を提供する。21
世紀に入ってから、TFME を利用した VOC などの分析が注目されるようになってきた
（Figure 1.10）。近年では、TFME に関する研究報告が増加する一方で、多くの研究
分野で利用されるようになった（Figure 1.11）。 
Reyes-Gares らは、親水性–親油性にバランスの取れたポリアクリロニトリル系の抽出
薄膜を開発し、血液や尿中 VOCsの分析を行った[38]。Bessonneauらは、同様な抽出
方法を唾液中のVOC分析に展開した[39]。両方とも TFME薄膜の大きい表面積の利
点を利用して高感度な VOC 分析を可能にしている。Jiang らは、PDMS のメンブレン
サンドイッチ抽出膜を使用して、皮膚の揮発ガスの TFME-GCMS 分析を行い、臨床
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および法医学捜査分野での応用可能性を示した[40]。 
Kermani らは、典型的な SPME の抽出材料である Carboxen/polydimethylsiloxane 
(CAR/PDMS)膜と polydimethylsiloxane/divinylbenzene (PDMS/DVB)膜をスピンコー
ティングで作製し、水中の極性VOCsの迅速かつ効率的な薄膜抽出を実現した。膜の
厚さは、スピンコーティングによって容易に制御できた[41]。 
 
 
 
Figure 1.10. Drawing of the headspace membrane SPME system. 1. Deactivated stainless 
steel rod. 2. Flat sheet membrane. 3. Sample solution. 4. Teflon-coated stirring bar. 5. 
Rolled membrane. 6. Injector nut. 7. Rolled membrane. 8. Glass liner. 9. Capillary column. 
 
 
Figure 1.11. Summary of the published TFME papers during the past [42]. 
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1.3.4抽出材料の最適化―多孔質材料の導入 
抽出方式と抽出条件以外に、最も重要な要素は、SPME 表面にコーティングされた
抽出材料である。PDMS ポリマーは、知られている最も一般的なものであり、Figure 
1.12 に示されている。PDMS は、容易な加工性、気体透過性、異なる基材への容易な
接着および結合、生体適合性、透明性、デバイス製造のための低コスト処理のために、
チップ上（LOC）およびマイクロ流体解析プラットフォームにとって好ましい材料となっ
ている[43]。シリコン中のケイ素-酸素（Si-O）鎖の高い柔軟性は、ネットワーク内のガス
拡散を可能にする自由空間である「開口部」を提供する。PDMS ポリマーは、有機分
子との良好な界面接着およびの良好な分子相互作用を提供する。また、調整可能な
PDMS 鎖構造は、分子輸送のための高速選択的拡散チャネルを可能にし、有機分子
に対して良好な透過性および選択性を示す。 
水溶液中のガス分子は、PDMS 膜と水溶液の界面を通過し、膜内部に拡散し、最
後に膜から蒸発する。ガス透過率は、所与のガスおよびゴムの特定の関数であり、溶
解度および拡散速度の両方に依存する。 
 
 
 
Figure 1.12. 3D scheme representing the gas diffusion mechanism in a PDMS membrane 
[43]. 
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PDMSポリマーは、ポリマーベース剤（シロキサンオリゴマー）と硬化剤との架橋反応
によって作られる（Figure 1.13）。PDMSポリマーの架橋ネットワーク内の未反応種の最
小量を得るためにシロキサンポリマー剤と硬化剤を 10：1 の比率で混合する。架橋剤
の量を減少させると徐々に緩やかなポリマー構造が得られ、より高い密度の自由空間
が得られる。Berean らによって報告されたように、硬化温度による異なる自由空間の形
成挙動が観察された。75℃は、最適な PDMS ポリマーの架橋温度であり、100℃を超
えるものよりも、最も高い気体透過性を有する膜をもたらした。PDMS ポリマーは、75℃
の条件下で最高強度の Si-H 結合を結合し、より緩和したポリマーマトリックスがもたら
さした。したがって、最適化された構造および余分な自由空間は、ガスの拡散速度を
増加させ、気体分子をポリマーマトリックス内でより容易に移動させることを可能にする
[44]。 
 
 
 
Figure 1.13. The Structure of the PDMS material after polymerization reaction. 
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固体コーティングの特性は、抽出時間を決定し、どのような種類の被分析物を吸着
できるにとって重要である。PDMS だけではなく材料の抽出に関する研究は、興味深
い分野である。分析物の抽出は、吸着材料の特性に強く依存するために、PDMS は、
ポリアクリレート（PA）、カルボワックスポリエチレングリコール、カルボキシン、ジビニル
ベンゼンなどの材料と複合することが行われている。PDMS と他の吸着材量の複合吸
着 SPME ファ イバーは、既に市販されており 、例えば 、 carboxen/PDMS, 
divinylbenzene/carboxen/PDMS, PDMS/divinylbenzene などが存在する。吸着材の特
性は、吸着できる有機物の性質や分子量を決定する（Figure 1.14）。 
抽出材料の極性は、極性抽出材料と非極性抽出材料の 2 種類に分けることができ
る。吸着剤は、分析の特性を決定することができる。SPME コーティングが NH2、OH、
COOH などの多数の水素結合基を有する場合、それらは、極性化合物の吸着に使用
することができる。PDMS は、非極性吸着剤であり、非粘着性化合物に対して良好な
感度を示すが、より広範な VOC 化合物分析のために、PDMS の複合材料が望ましい。 
 
 
 
Figure 1.14. Properties of commercially available SPME fibers. CW/TPR, carbowax/ 
templated resin; PEG, polyethylene glycol; PDMS, poly(dimethylsiloxane); DVB, 
divinylbenzene; PA, polyacrylate; CAR, carboxen and the analyte molecular weight range 
approximation. 
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Dixon らは、SPME 繊維材料および抽出条件、例えば、物理的パラメーター、抽出
の時間および温度などが VOC 収集のための重要な因子でもあることを報告した[45]。
また、PDMS 材料とポリアクリレート（PA）、カルボワックスポリエチレングリコール、カル
ボキシン、およびジビニルベンゼンとの混合吸着相を提案した[46]。VOCs 分析と
SPME コーティングとの吸着相互作用を理解するために、SPME コーティングは、ベン
ゼン環を有する炭素材料、官能基を有する炭素材料、脂肪族炭化水素の 3 つのグル
ープに分類することができる。コーティングの特性（疎水性、電子分極率、極性など）は、
分析対象を決定することができる。これまでに、ほとんどの研究は、ポリマー、炭素材
料の使用に集中してきた。近年、SPME コーティング材料の特性に関する研究は、優
れた VOC 分析のための新たなトピックである。様々な材料の導入により、SPME の新
たな可能性が導かれ、in vivo、in vitro分野における VOCsの抽出および分析に役に
立つ[47-50]。 
Zhang らは、グラフェン被覆 SPME 繊維が多環式芳香族炭化水素に対して良好な
吸着特性を有すると報告した[51]。Layer-by-Layer 法で作製したグラフェン膜の被覆
SPME繊維を使用して、市販の PDMS-SPMEファイバーと比較して、ナフタレンに対し
て 2倍、ベンゾフルオランテンに対して 17倍と高い濃縮係数を示した。VOCバイオマ
ーカー検出のための Au-Ag ナノ粒子および多層カーボンナノチューブ（MWNTS）か
ら形成された新しい吸着材料が報告された[52]。Ligor らは、PDMS、ポリアクリレート
（PA）、エトキシポリジメチルシロキサン（PDE）、ポリウレタンアクリレート、溶融シリカお
よびフッ化水素酸のエッチング後の溶融シリカを SPME 繊維にとして被覆した場合、
芳香族炭化水素（ベンゼン、トルエン、エチルベンゼン、m、p-キシレン）に対する抽出
効率を検討した。その SPME抽出ファイバーは、市販の PDMS と同じ抽出効果を示し
た[53]。Dixon らは、CAR-DVB-PDMS（50/30 m）、CAR-PDMS（85 m）、DVB-
PDMS（65 m）、PDMS（7 m）および PEG（60 m）でコーティングした SPMEファイバ
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ーを利用し、ヒト糞便中の VOC メタボロミクス分析を行った。その結果、全 8 種類の
VOC 抽出ファイバーを使用した場合、得られる総代謝物の約 90％を集合的に単離で
きることを報告した[45]。その他に、最近、多くの新たな SPME コーティング材料が開
発されるようになり、例えば、イオン性液体/高分子イオン性液体[54]、分子インプリント
ポリマー[55,56]、金属/金属酸化物ナノ粒子[57,58]、炭素系ナノ材料（例えば、カーボ
ンナノチューブ（CNT）[59,60]、カーボンナノコーンまたはナノディスク[61]、グラフェン
[51,62-64]など多く存在する。また、金属有機フレームワーク(MOFs)は、多孔質体材
料として知られており、その高い吸着特性を生かして、最近、SPME との組み合わせが
注目を集めている[65]。他に、近年様々な材料（有機、無機、有機無機ハイブリッド）を
利用した SPMEの研究例を Table. 1.3にまとめた。 
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その多くの抽出材料は、十分な VOC検知感度に達しいていないことや材料合成に
かかり、大量使用に適用しないこと、材料の吸着特性に依存し、抽出対象となる分子
が限られることなどの問題が未解決である。液体サンプルと SPMEのコーティングの間
には、性能に大きな違いがある（Figure 1.15）。液体サンプル中の VOC 成分は、基本
的に抽出相とマトリックスの界面にしか吸着されないことがわかる。抽出相に大きな経
路がある場合は、VOCs がその経路の界面に吸着されるが、その拡散速度が遅い。一
方で、抽出相が多孔質体の場合は、VOC 成分が迅速に細孔に拡散し、吸着が起こる。
そのため、多孔質な抽出材料の開発がより高感度な SPME 分析にとって不可欠であ
ることがわかる。 
 
 
Figure 1.15. Schematic representation of absorptive versus adsorptive extraction and 
adsorption in small versus large pores. 
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感度を改善するための最良の選択肢は、高い表面積対体積比を有する薄い抽出
相を使用することである[98]。多孔質材料は、その細孔サイズと構造の違いで分類さ
れる。細孔サイズに基づいて、マイクロ（細孔径が 2 nm 以下）、メソ細孔（細孔径が
2~50 nm）、マクロ細孔（細孔径が 50 nm以上）に分類され、それぞれの代表的な物質
は、ゼオライトのZSM-5、メソポーラスシリカのMCM-41およびスポンジが存在する。一
方で、物質の構造に従って、無機、有機無機ハイブリッド、有機に分類され、代表的な
物質は、シリカ、金属有機構造体（MOF）、多孔質ポリマーがある（Figure 1.16）。多孔
質材料は、高い表面積、良好な多孔質構造、高い選択性などの利点を持つため、有
機物の抽出、吸着および分離に応用されている。 
 
 
 
Figure 1.16. Classification of porous materials based on pore size and structure. 
 
Figure 1.17は、異なる無機材料の結晶構造および比表面積をまとめたものである。
多孔質無機材料は、バルク粒子よりも高い比表面積を有する。ナノ粒子は、ミクロサイ
ズ粒子よりも高い比表面積を示す。使用する材料の選択には、材料の本質的な特性、
互換性、界面相互作用の形態、目的とするアプリケーションの望ましい特性および材
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料準備を含めた全体的な材料費を考慮する必要がある。 
 
 
Figure 1.17. Crystal structures and specific surface area of different inorganic materials 
[99].  
 
一般的に、ナノスケールの材料（サイズが 10~100 nm）は、バルク状材料（サイズが 2 
mm以上）より、水溶液中に存在する有機物の抽出、分離に相応しいため、多くの研究
者たちに関心を持たれている。使用材料のサイズが小さくになるにつれ、材料の比表
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面積が増加し、その吸着能力が著しく改善されることが実証されている[100]（Figure 
1.18a）。歴史的には、活性炭は、従来のナノ多孔質材料であり、表面積が一般に
500~1500 m2g-1 である。高表面積、水性環境での高い安定性のため、様々な有機物
の重要な吸着剤となっている。しかし、活性炭は、その細孔構造は乱れており、細孔の
大部分は、2 nm 以下で、大きな分子の吸着能力が低く、質量移動の平衡に達するた
めに、物質移動速度が遅く、等価時間が長い問題点がある（Figure 1.18b）。 
 
 
 
Figure 1.18. (a) The average percentage of surface atoms as a function of the nanoparticle 
diameter. Reprinted with permission from ref. 52. (b) A structural scheme for a typical 
activated carbon, which contains highly disordered macropores (>50 nm), mesopores (2–
50 nm) and micropores (<2 nm). The micropores contribute to a large part of its surface 
area, but are only available for the adsorption of small molecules and may be easily 
jammed by large molecules [100]. 
 
ゼオライトは、2 nm より小さい規定された細孔を有する高シリカ結晶アルミノ珪酸塩
の系列である。そのうち、ZSM-5は、Mobil Oil Companyによって最初に開発された。
ZSM-5 ゼオライトは、工業的に重要な多くの有機分子のサイズに近い細孔開口（約
0.5 nm）を有する独特のチャネル構造や高い表面積（600~1000 m2/g）のため、過去 10
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年間で最も研究されたゼオライトである[101]。したがって、ZSM-5 の細孔よりも小さい
サイズの分子は、平衡保持してゼオライトに入り、吸着することができる。従って、ZSM-
5は、主な触媒用途に加え[102, 103]、複合混合物からアルコールを回収するため、お
よびガス分離のために、化学物質の選択的な吸着および濾過に使用することができる
[104-106]。 
 
Table 1.4. Comparison of zeolite/polymer composites for analytical purposes. 
zeolite polymer analytes purpose ref 
ZSM-5 Tenax TA Headspace of VOCs 
SPME for  
GC-MS 
[107] 
ZSM-5 PDMS 
isopropyl alcohol, 
water 
separation  
membrane 
[108] 
ZSM-5,  
Zeolite Y 
PDMS 
chlorinated 
hydrocarbons 
filtration  
membrane 
[109] 
Zeolite 4A PDMS 
C3H8, CH4,  
CO2, H2 
gas permeation  
experiments 
[110] 
ZSM-5 
Sintered stainless 
steel fibers 
toluene 
toluene 
adsorption 
[111] 
ZSM-5 PDMS chlorinated VOCs 
filtration  
membrane 
[112] 
ZSM-5 
Polyether block 
amide 
aroma, ethyl acetate 
aqueous solution 
by prvaporation 
[113] 
ZSM-5 Non trichloroethylene 
SPME for  
GC-MS 
[114] 
Zeolitic 
imidazolate 
frameworks 
Polyvinylamine  CO2/N2 separation gas seperation [115] 
Zeolite 4A PDMS hydrogen separation gas seperation [116] 
ZSM-5 PDMS 
alcohols, aromatic 
compounds 
SPME for  
GC-MS 
本研究 
 
これまで、いくつかのタイプのゼオライト/ポリマー複合材料が、Table 1.4 に列挙され
ているように、異なる分析目的のために試されてきた。例えば、ごく最近、Ramaiah らは、
水溶液から有害な塩素化 VOCsを除去するために使用された ZSM-5装荷層状ポリマ
ー膜を使用した[88]。私が知る限りでは、ZSM-5 と Tenax-TA の複合薄膜は、水性媒
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体からの有機溶媒の平衡に基づく抽出と予備濃縮のための抽出相として初めて使用
された[89]。 
 
1.4本研究の目的 
そこで本博士論文では、がんの早期発見および診断のための低分子代謝物の分
子情報の解明に着目した。最初に、低分子代謝物を分析できるZSM-5/PDMS複合膜
を開発し、ZSM-5/PDMSの薄膜マイクロ抽出法と GC-MSの組み合わせを利用した効
率的な VOC 抽出方法の検討および生体 VOC 分析に必要な基盤技術の確立を行っ
た。ヒトの血液中の低分子代謝物の解析は、最も効率低なメタボロームの解析手法で
あり、がんなどの疾患と直接に関連する VOC バイオマーカーの探索に役に立つ。次
に、健常者 6 名の唾液および尿を連続的に分析し、ヒト唾液および尿中に存在する内
因性 VOC分子情報の解明に成功した。更に、口腔がん患者の唾液を分析し、グルー
プの健常者データとの比較を行い、新規がんバイオマーカーの特定を実証した。ヒト
の肺がん細胞と肺がん患者の肺正常細胞の培養を介して、肺がんのVOCバイオマー
カーの探索を行った。ヒト体液と肺がん細胞から得られた低分子情報の比較を通じて
信頼性が高い VOC バイオマーカーの特定を行った。そして、がん細胞（主に、ヒト子
宮頸がん、肝臓がん）の培養を行い、がん細胞における分子代謝情報を解明し、多く
のがん細胞の潜在的な VOC バイオマーカーを発見した。更に、細胞における分子移
動の平衡によって、薬物や発見した潜在的なVOCバイオマーカーのがん細胞への投
与を行い、異なるがん細胞の VOC 代謝結果を得られた。得られたデータを主成分分
析（Principal Component Analysis, PCA）や階層的クラスター（Hierarchical Cluster 
Analysis, HCA）などの統計的分析を通じて、VOC バイオマーカーの信頼性を裏付け
た。最後に、これまでに得られた疾患と関連する低分子代謝物の分子情報を背景
に、長周期格子光ファイバー（Long Period Grating, LPG）や紫外可視近赤外分光
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法（UV-vis）の分析デバイスと高分子電解質、酸化チタン、機能性色素分子（ポルフィ
リン）、金ナノ粒子などの材料の組み合わせによる新たな低分子代謝物の検出方法
の開発を行った。 
 
 
Figure 1.19. Research schematic of this PhD thesis. 
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第 2章 
効率的なVOC抽出方法の検討およ
び生体 VOC 分析に必要な基盤技
術の確立 
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2.1緒言 
有機揮発性物質は、人体から放出される小分子代謝産物の中で、疾患、特にが
んの早期検出および治療のためのバイオマーカーとして大きな可能性を秘めて
いる[1]。したがって、血液サンプル、呼気またはがん細胞のヘッドスペース中の
VOCsの検出、肺がん（LC）を診断するための新たなアプローチである[2,3]。呼
吸サンプルは、がんだけでなく、呼気中のVOCsをプロファイリングすることに
よって検出できる他のタイプの疾患も診断するために調査されている[4]。例え
ば、酸化ストレスに由来するエタノールおよびペンタン、真性糖尿病およびケト
ン血症由来のアセトン、ならびに尿毒症および腎障害からのアンモニア、ジメチ
ルアミンおよびトリメチルアミンなどの窒素含有化合物を含む[5]。 
GC–MSに基づく分析法によって微量レベルで存在する検体を効果的に検出す
るために、通常、試料調製中に予備濃縮工程が必要である。SPMEは、最も広く
使用されている試料調製技術であり、抽出、濃縮および試料導入の簡便な手法で
あり、従来の分析方法に比べていくつかの利点がある[6]。 
SPME技術は、その開発以来、迅速で無溶媒で、比較的安価であり、環境、食
品、薬物分析などの多くのアプリケーションにおいて応用されている[7,8,9]。
SPMEは、コーティングの性質に応じて、試料マトリックス中の分析対象物と抽
出相（コーティング）との相互作用に基づき、吸収または吸着を引き起こす[10]。
SPMEの抽出選択性および効率は、被膜の物理的特性（すなわち、多孔性、比表
面積およびサイズ）ならびに被分析物とのその相互作用（すなわち、その化学的
特性）に大きく依存する。抽出感度は、抽出相の体積を増加させることによって
改善することができる。しかしながら、より長い平衡時間（被検物質のコーティ
ング材料への拡散によって駆動される）が必要である。 
感度を改善するための最良の選択肢は、高い表面積対体積比を有する薄い抽
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出相を使用することである[11]。この目的のために、SPME の最もよく知られて
いる材料である PDMS と共に、微多孔質およびメソポーラス材料などの高多孔
質構造を使用することができる[12,13]。ゼオライトは、2 nm より小さい細孔直
径を有する高シリカ結晶アルミノ珪酸塩である。Mobil Oil Company によって最
初に開発されたゼオライト ZSM-5 は、工業的に重要な多くの有機分子のサイズ
に近い細孔サイズを有する独特のチャネル構造のため、過去 10 年間で最も研究
されたゼオライトである[14]。したがって、ZSM-5 の細孔より小さいサイズの分
子は、平衡保持しながら、ゼオライトに入り、吸着することができる。したがっ
て、ZSM-5 は、触媒用途に広く適用され、例えば、複雑な混合物からのアルコー
ルの回収[17]およびガス分離[18,19]のための選択的な吸着およびろ過に使用す
ることができる。 
最近、いくつかのタイプのゼオライト/ポリマー複合材料が水溶液からの有害
化学物質の固相抽出に適用されている[20–22]。我々の以前の研究では、ZSM-5と
Tenax-TAの複合薄膜が水性媒質からの有機溶媒の平衡に基づく抽出および予備
濃縮のための抽出相として用いられてきた[23]。本研究では、ZSM-5/PDMSハイ
ブリッド膜に基づくTFME法を実証し、水性試料から有機揮発性物質の直接抽出
を評価した。 
 
2.2実験項目 
2.2.1使用試薬 
ZSM-5 (SiO2/Al2O3 モル比 = 30, Lot: 110421)と SAPO-34 (SiO2/P2O5/Al2O3 = 0.2 : 
1 : 1, Lot: HAH140811)は、JGC Catalysts and Chemicals Ltd から購入した。PDMS
溶液キット(Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit)を Dow Corning Ltd から購入した。
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ベース溶液(Sylgard 184A)と硬化剤溶液(184B)は 10:1 の比率で混合し、PDMS ポリマー
を製造した。Methanol, 1-butanol, 1-pentanol, 1-hexanol, 1-heptanol, 1-nonanol, 1-
decanol, 1-undecanol および 1-dodecanol は、Wako Pure Chemical Industries, Ltd か
ら入手した。1-Propanol と 1-octanol は、それぞれ、Kanto Chemical Co., Inc と
Nacalai Tesque, Inc から購入した。実験に用いた化合物は全て分析等級であり、更に
精製することなく使用した。脱イオン純水(18.3 MΩ∙cm)はイオン交換および濾過(ミリポ
ア、direct QTM)に続いて逆浸透によって得た。 
 
2.2.2 ZSM-5/PDMSハイブリッド薄膜の作製 
容量が 50 mL のガラスサンプル瓶を ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の支持体として使
用した。PDMS モノマーに対して重量比が 10 および 20 wt%になるように ZSM-5 を加
えて均一に混ぜ、1.0 g の混合試料をサンプル瓶の底に垂らし、室温で 3 日間静置し、
ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜を硬化させた。更に、ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜を 100 
C の乾燥機の中で 1 時間熱処理を行った後、メタノールを振とうさせながら 3 日間複
合膜の洗浄を行った。同様に ZSM-5 を添加していない PDMS 単体膜を作製して ZSM-
5/PDMS ハイブリッド膜との比較に用いた。20 wt% SAPO-34/PDMS 膜は、比較実験
のために準備した。SAPO-34 は、CHA フレームワークを持ち、3.8 × 3.8 Å の開
口部を有する小孔のシリコアルミノホスフェートモレキュラーシーブである。 
 
2.2.3 ZSM-5/PDMSハイブリッド膜の特性評価 
ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の形態観察は、電界放射型走査電子顕微鏡(Scanning 
Electron Microscope, SEM, Hitachi S-5200, Japan)を用いて行った。ZSM-5/PDMS ハイブリ
ッド膜の表面観察は、コンタクトモードで MicroMash NSC12/Ti-Pt/15 シリコンカンチレ
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バー(曲率先端半径< 40 nm, tip length 15–20 m)を介し、JSPM-5200 atomic force 
microscope (AFM), JEOL を用いて行った。 
 
2.2.4サンプリングと分析 
水溶液サンプルの抽出は、マルチシェーカー (EYELA, FMS-1000, Tokyo 
Rikakikai, Co., Ltd).を用いてを 200 rpm で連続的に攪拌して行われた。抽出温度
は、電子冷却サーモスタット浴(TB-1, BAS, Co., Ltd)を用いて制御した。同じ方法
で作られた 3 つの異なる ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜を使用して、膜と膜間の
再現性研究を行った。PMDS マトリックス中の最適な ZSM-5 量は、1-propanol, 
1-butanol, 1-pentanol, 1-hexanol, 1-heptanol, 1-octanol, benzyl alcohol および phenol
の水溶液(50mL, 10 g/mL, 10 ppm)を用いて確認した。使用膜の総重量は、1.0 g
であり、ZSM-5 の含有量は、0, 10、20 wt%の三つであった。水溶液サンプルを
ZSM-5/PDMS 複合膜ボトル瓶に入れ、3 時間、30 °C 条件下で振動かけて抽出を
行った。抽出後、水溶液サンプルを捨て、水洗浄と窒素乾燥を行った。更に、
VOCs の脱離は、メタノール(100 L), 30 °C で 30 分間振動かけて行った。最後
に、メタノールサンプルを 1.0 L 取り、GC に注入した。 
20 wt% ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の最適抽出温度、時間条件は、12 種類の
標準試薬の混合溶液(50 mL, 10 ppm)を用いて確認した。サンプリング時間は、3
時間で温度は、10, 20, 30 度で行った。メタノールによる VOCs の脱離は、脱離
時間は 0 から 30 分であり、脱離温度は、10 °C, 15 °C, 20 °C, 30 °C 離で行った。
実サンプル抽出は、50 mL の市販ソフトドリンク(A:Otsuka Pharmaceutical, Japan. 
B:Coca-Cola, Japan)を用いた。20 wt%の ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜は、市販の
SPME ファイバーである poly(dimethylsiloxane)/divinylbenzene (PDMS/DVB) (65 
m) との比較に用いられた。SPME ファイバーは、50 mL の 12 種類の標準試薬
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の混合溶液 1 ng/mL（1 ppb）に浸漬し、室温条件下で 3 時間抽出を行った。テフ
ロン(Teflon)で被覆された攪拌子を用いて混合溶液を 1000 rpm で攪拌しながら
抽出を行った。抽出後に SPMEをバイアル管から取り出して、水で洗浄し、窒素
ガスで乾燥した後、GCの注入口に挿入し、230 °C で 5分間脱着した。 
 
 
 
Figure 2.1. Schematic illustration of GC–MS analysis of organic volatiles via ZSM-
5/PDMS hybrid-film extraction. 
 
2.2.5 GC–MS測定条件 
GC–MS 測定は、それぞれ、JMS-Q1000GC (JEOL, Japan)と Agilent 7890A のを
70 eV 電子イオン化（EI）モードで行った。GC-MS は JMS-Q1000GC(JEOL, Japan)
を用いた。カラムは DB-WAX(ポリエチレングリコールベースの高極性固定相、
内径 0.25 mm、吸着層厚み 0.5 μm、長さ 30 m)を用いた。GC 注入口の温度は 230ºC
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でキャピラリーカラムの温度は 40 ºC で 3 分間、10 ºC/min で 230 ºC まで昇温し、
10 分間保持して測定した。キャリアガスは超高純度ヘリウムガス(純度 99.999%)
を 1 mL/min の速度で流した。測定は Splitless モードで行った。MS 設定につい
ては動作条件が電子衝突イオン化モードで 70 eV とした。イオン源および GC イ
ンタフェースの温度はそれぞれ 200 ºC および 230 ºC に設定した。データ解析は
フルスキャンモードで(m/z＝25~310)、スキャンタイム 0.3 秒で行った。同定は
National Institute of Standards and Technology (NIST)マススペクトルライブラリー
サーチ(JEOL version 1.5)ソフトウェアを用いた。 
 
2.3結果および考察 
2.3.1 ZSM-5/PDMS薄膜の特性評価 
Figure 2.2 に示すように、ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の形態的特徴は、SEM
を用いて調べられた。PDMS のみの膜は、平らなミクロドメイン化された表面を
示した(Figure 2.2a)。ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜に埋め込まれた ZSM-5 ゼオ
ライトは、膜表面に観察された。20 wt%の ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜(Figure 
2.2c)は、低い充填率膜(10 wt％, Figure 2.2b)よりも ZSM-5 ゼオライトが高密度に
分散していることがわかる。ZSM-5 の長方形のブロックは、20 wt%の ZSM-
5/PDMS ハイブリッド膜（Figure 2.2d）の断面 SEM 画像において明確に観察さ
れ、PDMS マトリックス中に 300〜600 nm のサイズを有する ZSM-5 の凝集物が
存在する（Figure 2.2d の挿入図）。ハイブリッド膜中の ZSM-5 粒子は、PDMS 層
との良好な界面接触を示し、これは水溶液中での膜の良好な安定性を提供する。
しかしながら、ZSM-5の含有量が 20 wt％より高い場合、膜は不安定になるため、
PDMS 膜中の ZSM-5 の最大含有量を 20 wt％までと固定した。その結果、水溶液
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中の有機揮発性物質は、ZSM-5 の空洞を介して PDMS ハイブリッド薄膜の表面
から内部に効率的に解離することができると考えられる。 
 
 
Figure 2.2. SEM surface images of (a) a PDMS film, and (b) 10 wt% and (c) 20 wt% 
ZSM-5/PDMS hybrid films. (d) SEM cross-sectional view of c. 
 
Figure 2.3 は、PDMS 膜、10 wt％ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜および 20 wt％
ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の表面形態の AFM 画像を示す。PDMS 膜（Figure 
2.3）の表面平均粗さは、約 1.6nm であり、比較的均一で滑らかな表面を示した。
これは SEM（Figure 2.3a）の結果とよく一致する。10 wt％の ZSM-5/PDMS（Figure 
2.3c）および 20wt％の ZSM-5/PDMS（Figure 2.3e）ハイブリッド膜の表面に、
ZSM-5 ゼオライトの長方形のブロックが観察される。更に、10 wt％の ZSM-
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5/PDMS ハイブリッド膜および 20 wt％の ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の表面平
均粗さは、12.9 および 27.4 nm であった。 
 
 
Figure 2.3. AFM images of (a, b) a PDMS film, and (c, d) 10 wt% and (e, f) 20 wt% 
ZSM-5/PDMS hybrid films. 
 
2.3.2 VOC抽出の感度に対する PDMS中のゼオライト含量の影響 
最も一般的なエラストマーの一つである PDMS は、水溶液からの有機物の分
離または抽出のための吸着材料として広く利用されている。しかし、PDMS ポリ
マーの疎水性が高いため親水性化合物の吸着には適用しない。PDMS の VOCs に
対する抽出および分離性能を改善するために、ZSM-5 ゼオライトの PDMS ポリ
マーマトリックスへの取り込みが探究されている。ZSM-5 ゼオライトの分子ふ
るい分け作用、選択的吸着および拡散速度などの利点が期待できる。本研究では、
PDMS 膜および PDMS ベースのハイブリッド膜を 10 および 20 wt％の ZSM-5 含
有量で製造し、GC-MS 測定に使用した。しかしながら、Figure 2.S1 に示すよう
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に、調製した直後の膜は、ポリマーの重合に参加していないシロキサンの不純物
の高いピーク強度シグナル（m/z : 73, 207）が質量スペクトルかあら観察できる。
これらのピークは、標的分析物の質量スペクトルと干渉し、NIST データベース
を用いて同定することが困難になる。従って、膜は、GC-MS クロマトグラムか
ら不純物が消失するまで、使用前にメタノールで十分に洗浄した。Figure 2.S1 か
らわかるように、シロキサンピークの大部分は、メタノールによる 3 日間の洗
浄後に有意に減少した。 
ハイブリッド膜の ZSM-5 含量は、抽出相の特性に著しく影響する。ここで、
水溶液から VOCs を抽出するために、3 種類の膜（PDMS、10 wt％ZSM-5/PDMS
および 20 wt％ZSM-5/PDMS）を使用した。3 つの代表化合物(1-pentanol, 1-octanol, 
and benzyl alcohol)の水溶液から 30℃で 3 時間抽出後のスキャンモードで得られ
た全イオンクロマトグラム（TIC）を Figure 2.S2 に示した。第一級アルコールお
よびベンジルアルコールのイオン番号が 31 と 79 である[30]。この研究で用いた
標準分子の物理化学的性質を Table 2.S1 に示す。3 時間の抽出時間で十分な分析
感度が得られたが、VOCs の吸着は、その時点で平衡に達しなかった（データは
示されていない）。脱離時間および温度は、それぞれ 30 分間および 30℃であっ
た。 
VOCs のピーク面積とゼオライト含有量との関係を Figure 2.4a に示す。すべ
ての分析物について、ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜による抽出は、PDMS 膜に
よる抽出よりも効果的であった。10 wt％の ZSM-5 を PDMS に組み込むと、脂肪
族アルコールの抽出が著しく改善された。しかし、ZSM-5 含有量を 20 wt％まで
増加させると、有意な改善は生じなかった。 
逆に、芳香族化合物（ベンジルアルコールおよびフェノール）の抽出効率は、
ZSM-5 含有量を 0〜20 wt％に増加させると改善が見られた。これらの差異は、
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PDMS と ZSM-5 の内部および表面の被分析物の異なる化学平衡に起因する可能
性がある。脂肪族アルコールが PDMS から直ちに ZSM-5 ゼオライトに移動する
ことは妥当である。芳香族化合物は、ZSM-5 と PDMS との高い親和性のために、
PDMS マトリックスにおいてその拡散が遅い。結果として、膜中の ZSM-5 含量
が高いほど芳香族化合物の吸着と抽出がより効率的になる。 
 
2.3.3抽出条件と脱離条件の最適化 
温度は、分析物の抽出および脱離の効率、特に TFME における拡散制御吸着
のための重要なパラメーターである。本研究では、最適温度を確認するために
10℃〜30℃の 3 つの抽出温度を調べた。Figure 2.S3a に示したように、検討した
検体の絶対ピーク面積は、20℃で 10℃よりもはるかに大きく、30℃でほぼ飽和
している。1-pentanol, 1-octanol および benzyl alcohol の相対抽出効率を Figure 2.4b
に示し、20 wt％の ZSM-5 / PDMS ハイブリッドフィルムが選択した化合物につ
いて 10〜30℃の範囲で非常に類似した抽出挙動を示した。 
Figure 2.S3b は、20 wt%ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜によって抽出された分
析物 (1-pentanol, 1-octanold, benzyl alcohol)を 10℃、20℃および 30℃の脱離温度
で 30 分間脱離させ、スキャンモードで得られた TIC を示した。VOC のピーク
面積と脱離温度との間の関係を 3 つの代表化合物 (1-pentanol, 1-octanol, and 
benzyl alcohol) を用いて Figure 2.4c に示す。分析物は 10℃〜30℃の放出温度下
で反対の傾向を示すが、放出温度は VOCs の抽出効率に大きな影響を与えない。
従って、最適な脱離時間を 30℃に設定した。異なる抽出（Figure 2.4b）および脱
離条件（Figure 2.4c）での抽出効率を比較した場合、吸着した VOCs の脱離過程
でマルチシェーカーを用いて 200 rpm で 30 分間連続的に撹拌した場合、抽出効
率の低下が見られた。したがって、メタノールによる VOCs の脱離操作は、抽出
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瓶を静置した条件で行われた。20 wt％の ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜からの各
分析物(1-pentanol, 1-octanol および benzyl alcohol)の脱離は、非常に速く、30 分以
内に飽和に達した（Figure 2.4d）。従って、十分な分析感度を提供することを考
慮し、30 分の脱離時間を採用した。 
主成分分析（PCA）を用いて、異なる抽出条件および脱離条件から得られた
VOCs の抽出効率を解釈し、比較した。3 つの抽出温度および短い脱離時間(1 と
5 分)のデータは、負の PC1 スコアを持つことがわかる（Figure 2.4e）。一方で、
3 つの脱離温度および長い脱離時間のデータは、正の PC1 スコアを示した。脱
離操作（攪拌の有無によって）が VOCs の抽出効率に大きな影響を与えたこと
を示している。3 つの脱離温度サンプルは、ほぼ等しい PC1 スコアを示し、脱離
温度が VOCs の抽出効率に有意に影響しないことを示唆している。脱離時間の
PC1 スコアは、脱離時間の増加に伴って正の方向にシフトした。それは、抽出効
率の向上によるものである。それらの傾向は、Figure 2.4c,d の結果と一致してい
る。ZSM-5/PDMS 薄膜抽出を用いた VOC 分析の最適抽出および脱離条件は、
PCA によって客観的に評価された。 
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Figure 2.4. (a) Relationship between the peak areas of the selected three analytes and the 
zeolite contents in the films. Influence of (b) extraction temperatures, (c) release 
temperatures and (d) release time of the selected three analytes on the 20 wt% ZSM-
5/PDMS thin film extraction. (e) PCA plots comparing extraction efficiency of all VOCs 
under different extraction and release conditions. Extraction conditions: sample volume 
50 mL, concentration 10 μg/mL (10 ppm) for each compound, incubation time 3 h, (a) 
extraction temperature 30 ºC, release continuously agitated at 200 rpm for 30 min at 30 
oC, (b) release: continuously agitated at 200 rpm for 30 min at 30 oC, (c) extraction 
temperature 30 ºC, release: left standing for 30 min and (d) extraction temperature 30 ºC, 
release: left standing at 30 oC. 
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2.3.4水性サンプル中の VOC抽出に及ぼすゼオライトの影響 
水溶液中での VOC 抽出に及ぼすゼオライトの影響を調べるために、異なる細
孔径（ZSM-5 および SAPO-34）の 2 種類のゼオライトを選択した。20 wt% ZSM-
5/PDMS と 20 wt% SAPO-34/PDMS 膜は、単一成分の PDMS 膜と比較した。 
Figure 2.5 は、4 つの異なる膜を使用して水溶液中の VOCs の抽出で得られた
GC-MS ピーク領域を示す。長鎖脂肪族アルコール(1-undecanol、1-dodecanol)）の
ピーク面積は、PDMS 膜が最も高いが、短鎖アルコールおよび芳香族化合物に対
して低い選択性を示す。これは、PDMS 膜が PDMS ポリマーとの長鎖脂肪族ア
ルコールとの疎水性相互作用に起因し、1-undecanol と 1-dodecanol の濃縮に有効
であることを示している。対照的に、SAPO-34 膜は、疎水性の高い化合物に対
して比較的高い抽出効率を示す。SAPO-34/PDMS ハイブリッド膜の抽出効率は、
ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の抽出効率よりも低く、より大きな細孔直径が
VOCs の抽出に有意な効果を有することを示唆している。ハイブリッド膜の抽出
効率は、ゼオライトの細孔直径および Si/Al 比によって影響される。SAPO-34 の
Si /(Si + Al + P)比は、ZSM-5 の Al /(Si + Al)比の 2 倍であることに基づく[31]。
SAPO-34 は、Al 含有量が低く、電荷を触媒表面に吸収させることが困難であり、
結果として疎水性が増大する。水溶液中に存在するアルコール分子に対する反
発力は、ZSM-5 が弱いため、分子の吸着が起こりやすい。SAPO-34 の細孔径は、
ZSM-5 の約半分であるため、その分子ふるい機能が分子の大きさの影響を受け
る。なぜなら、ゼオライトは、細孔径より大きな分子を輸送することができない
からである[31]。膜の厚さの増加は、検討した検体の抽出を改善することも示さ
れた。 
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Figure 2.5. Comparison of extraction efficiencies of the PDMS (0.5 g), 20 wt% SAPO-
34/PDMS (0.5 g), 20 wt% ZSM-5/PDMS (0.5 g), and 20 wt% ZSM-5/PDMS (1.0 g) films 
with peak areas of analytes. 
 
2.3.5水中 VOC分析における ZSM-5/PDMS薄膜の抽出特性評価 
最適抽出条件が決定された後、水中の 12 種類の VOCs に対する GC ピーク面
積の較正が行われた。濃度範囲内の全ての調査対象検体について濃度(1.0 pg/L–
1.0 ng/mL, Figure 2.S4)に対する線形依存性が観察された。最適化された条件下で
の 20 wt％ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜を用いた各分析物に対する提案された
TFME―GC-MS 法の検出限界（LOD）および定量限界（LOQ）を Table 2.1 に示
す。所与の濃度範囲において、全ての検体について 0.98 より高い良好な相関係
数（R2）を有する直線性がわかる。すべての検体について得られた LOD は、応
答の標準偏差と検量線の傾き比率の 3.3 倍（3.3σ/ s）に基づき、0.0034〜0.049 μg/L 
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(ppb)の範囲にあり、LOQ は、応答の標準偏差と検量線の傾き比率の 10 倍（10σ/ 
s）に基づき、0.010〜0.15 μg/L (ppb)の範囲内である。同じ膜の膜内再現性および
同じ手順で作られた膜の膜間再現性は、それぞれ、2.4％から 13.4％および 4.2％
から 12.4％の範囲であった。これらの値は、ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の良
好な性能を裏付けている。 
 
Table 2.1. LODs and LOQs for individual analytes obtained from the GC–MS analysis 
using 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid films. 
Analyte 
Selected ion 
(m/z) 
LOD a 
(μg/L) 
LOQ a 
(μg/L) 
Intra-film 
RSD% 
(n = 3) 
Inter-film 
RSD% b 
(n = 3) 
% Recovery 
(RSD%) b 
(n = 3) 
1-Propanol 31 0.013 0.039 5.2 8.6 2.1 (0.2) 
1-Butanol 31 0.010 0.031 3.9 6.6 11.8 (1.4) 
1-Pentanol 31 0.0096 0.029 2.4 4.2 23.0 (1.4) 
1-Hexanol 31 0.0055 0.017 3.7 6.4 57.3 (2.7) 
1-Heptanol 31 0.0034 0.010 6.5 8.6 92.7 (5.6) 
1-Octanol 31 0.0061 0.018 8.0 9.3 94.7 (6.7) 
1-Nonanol 31 0.0062 0.019 7.6 9.3 96.6 (9.1) 
1-Decanol 31 0.0035 0.010 7.1 9.2 105.3 (8.1) 
1-Undecanol 31 0.0072 0.022 5.0 9.6 99.7 (11.6) 
1-Dodecanol 31 0.0098 0.030 4.2 12.4 77.6 (14.9) 
Benzyl alcohol 79 0.010 0.031 9.5 9.2 2.7 (0.2) 
Phenol 66 0.049 0.15 13.4 11.9 1.7 (0.1) 
a LOD = 3.3 σ/s, LOQ = 10 σ/s,  
σは応答の標準偏差であり、sは較正曲線の傾きである。 
b同じ方法で調製した 3つの 20wt％ZSM-5/PDMS複合膜を用いて膜間再現性を得た。 
 
 
一般的に、アッセイにおける検体の回収率は、サンプルマトリックスから抽
出された検体の相対量から得られ、その回収率（％）は、サンプルの精製にお
いて化学反応が起こらない場合に使用される。この研究では、個々の分析物の
R 値は、以下の式（1）から計算された。 
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R (%) = (NAE / NBE)  100                         (1) 
ここで、NAE は、サンプルマトリックスからメタノール 100μL に回収された
分析物の量であり、NBE は、12 標準化合物を含有する 50 mL 標準水溶液中の分
析物の量である（各成分 1.0 ppm, Figure 2.S5）。AE および BE はそれぞれ抽出
後および抽出前のピーク面積である。20 wt％ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜から
抽出された分析物の濃度は、膜抽出と混合標準溶液（メタノール中の各成分
1.0ppm、Figure 2.S6）中の分析物の直接 GC-MS 測定から得られたピーク面積の
比較によって近似的に計算した。1-heptanol、1-octanol、1-nonanol、1-decanol、1-
undecanol の回収率は、それぞれ、92.7%、94.7%、96.6%、105.3%、99.7%であり、
より分子量が大きい脂肪族アルコール（C7-C11）は、90%程度の高い回収率を示
した。しかし、ベンジルアルコールおよびフェノールの回収率は、3％未満であ
った。興味深いことに、1-hexanol（C6）と 1-heptanol（C7）の回収率は、それら
の分子サイズのわずかな差にもかかわらず、それぞれ 57.3％と 92.7％であった。
これらの結果は、両方の膜成分の異なる吸着特性の組み合わせによって、VOCs
の選択的かつ敏感な吸着が達成され得ることを示している。 
20 wt％の ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜を市販の 65 mm PDMS/DVB-SPME と
比較した。ZSM-5/PDMSハイブリッド膜は、1-undecanol, 1-dodecanolおよび phenol
を除いて、研究された全ての分析物に対して高い抽出効率を示した（Figure 2.6）。
したがって、ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜は、より小さな分子に対して優れた
抽出能力を示す。ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の優れた抽出性能は、ゼオライ
トの細孔構造、より大きな表面積およびより大きい抽出体積に起因する可能性
がある。 
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 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid film
 65 m PDMS/DVB SPME fiber
 
Figure 2.6. Comparison of the extraction efficiencies of the 20 wt% ZSM-5/PDMS 
hybrid film and the commercial 65 μm PDMS/DVB SPME fiber. The concentration of 
each analyte is 1.0 ng/mL (1.0 ppb). TFME sampling conditions (n = 3): sample volume 
50 mL, temperature 30 °C, incubation time 3 h, release temperature 30 °C, and release 
time 30 min. SPME sampling conditions (n = 3): sample volume 50 mL, room 
temperature, incubation time 3 h. 
 
2.3.6実サンプルへの応用 
最後に、20 wt％の ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜を用いた市販のソフトドリン
クの VOC 分析方法の有用性について検討した。2 つの市販のソフトドリンク（A
および B）を近くのコンビニエンスストアから入手し、上記の結果から得られた
最適条件に従って抽出実験を行った。ソフトドリンク A および B では、GC-MS
測定によって合計 57 および 62 の VOCs が同定された（Table. 2.S2）。ソフトド
リンクの典型的な全イオンクロマトグラムを Figure 2.S6 に示す。VOCs の同定
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は、NIST マススペクトルライブラリ検索ソフトウェア（JEOL バージョン 1.5）
によって達成され、70％を超える類似性値を有する化合物のみが採用した。d-リ
モネン(d-Limonene,)、α-テルピネオール(α-terpineol)、メントール(menthol)および
ノトケトン(nootkatone)は、ソフトドリンク A において最も豊富であった。逆に、
d-リモネン(d-limonene)、α-テルピネオール(α-terpineol)、オイゲノール(eugenol)、
オクタナール(octanal)、1-オクタノール(1-octanol)およびノトケトン(nootkatone)
は、ソフトドリンク B において最も豊富であった。したがって、本手法は、2つ
のソフトドリンクサンプル中の共通成分と非共通成分とを区別することができ
る。これらの化合物のうち、オイゲノール、d-リモネン、α-テルピネオールお
よびノトカトンは、特徴的なフルーティーな香りを有し、必須の油成分である。
メントールは、多くのミントの練り歯磨きや歯茎に含まれているペパーミント
の香味であり、医薬品にも使用されている。さらに、多くのテルペン化合物は清
涼飲料水中でも検出され、植物の必須の油成分である。それらは、香水、抗菌薬、
抗ウイルス薬の原材料として使用されている。以上の分析結果から、本手法は、
水溶液中の VOCs の分析および類似した試料中の VOCs のパターン認識に有効
であることを示している。 
 
2.4結論 
本研究では、ZSM-5/PDMSハイブリッド膜による抽出とGC-MS法を組み合わ
せた新しいVOC抽出法を提案した。この新しいVOC抽出技術は、水溶液からシ
リーズの脂肪族アルコールおよび2つの芳香族化合物を効率的に抽出すること
が示された。最適な抽出条件を確認するために、抽出時間および温度などの抽出
パラメーターを調べた。ZSM-5の充填率は、ZSM-5の含有量を0から20 wt％まで
増加させることによって調べられ、20 wt％のZSM-5/PDMSハイブリッド膜が最
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も高い抽出効率を示した。更に、ZSM-5/PDMSハイブリッド膜は、より小さい細
孔直径を有する同様の量のSAPO-34ゼオライトを充填した膜よりも広い範囲の
分析物に対してより高い抽出能力を有することが示された。ZSM-5/PDMSハイブ
リッド膜とGC-MSの併用法を用いたVOCsの直接TFME抽出法の利点は、試料量
減少、高感度、サンプリング環境に対する高い抵抗性、高い抽出効率および大き
な抽出体積などを含む。ZSM-5/PDMSハイブリッド膜は、市販の 65 m 
PDMS/DVB―SPMEファイバーよりも優れた抽出性能を示した。このアプローチ
の実用性は、市販の清涼飲料水のVOC分析によって実証された。また、ZSM-
5/PDMSハイブリッド膜を利用したVOC分析法は、食品や環境分析、バイオテク
ノロジーなどの他の研究分野にも容易に適用できる高い可能性を秘めている。 
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2.5補足資料 
  
Table 2.S1. Physico-chemical characteristics of analytes used for this study. 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Compounds 
Boiling Point 
(oC) 
Density 
 (g/mL) 
Water Solubility  
(g/L) 
Retention 
Time (min) 
Molecular Ion 
m/z 
1-Propanol 97 0.896 soluble 7:36 31 
1-Butanol 118 0.810 80 (20 oC) 9:09 31 
1-Pentanol 136 0.811 22 (22 oC) 10:35 31 
1-Hexanol 156 0.820 6 (25 oC) 11:59 31 
1-Heptanol 176 0.822 2.85 (20 oC) 13:22 31 
1-Octanol 196 0.827 insoluble 14:42 31 
1-Nonanol 215 0.827 1 (20 oC) 15:59 31 
1-Decanol 231 0.820 insoluble 17:11 31 
1-Undecanol 242 0.830 0.004 (25 oC) 18:22 31 
1-Dodecanol 260 0.833 insoluble 19:28 31 
Benzyl alcohol 205 1.045 soluble 18:37 79 
Phenol 182 1.071 0.8 (25 oC) 19:55 66 
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Figure 2.S1. Total ion chromatograms of the as-prepared hybrid film with a with 20 wt% 
ZSM-5 content. Signals with high peak intensities in the mass spectra are attributable to 
contamination by siloxane bleed (m/z 73, 207), which significantly decrease after 
methanol rinsing for: (1) 1 day, (2) 2 days, and (3) 3 days. 
 
 
 
Figure 2.S2. Reconstructed chromatograms for 1-pentanol, 1-octanol, and benzyl alcohol 
extracted from the (1) PDMS film, and the (2) 10 wt% and (3) 20 wt% ZSM-5/PDMS 
hybrid films. 
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(a) (b) 
 
Figure 2.S3. (a) Comparison of extraction efficiencies of the 20 wt% ZSM-5/PDMS 
hybrid film with peak areas of analytes under different extraction temperature conditions. 
(b) Reconstructed chromatograms for 1-octanol and benzyl alcohol extracted from the 20 
wt% ZSM-5/PDMS hybrid film under different release temperature conditions; (1) 30 °C, 
(2) 20 °C and 10 °C. 
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Figure 2.S4. Calibration curves of twelve standard compounds. 
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Figure 2.S5. Comparison of the peak areas of twelve analytes: (■) extracted from a 50 
mL standard aqueous solution (1.0 ppm each component) using a 20 wt% ZSM-5/PDMS 
hybrid film and (■) dissolved in methanol (1.0 ppm each component). 
 
 
 
 
Figure 2.S6. Typical total ion chromatograms of VOCs contained in two soft drinks. 
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Table 2.S2. VOCs identified from two soft drinks. 
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第 3章 
唾液・尿中 VOCに基づいた 
ヒト代謝情報の解析 
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3.1緒言 
厚生労働省の調査によると癌(悪性新生物)による日本人の死者数は毎年 30 万
人以上であり、癌の早期発見(早期診断)は現代医療において最も重要な関心事と
なっている[1]。癌早期発見のための最近のアプローチとして、陽電子放射断層
撮影(Positron Emission Tomography, PET)による癌検査方法が注目されているが、
造影剤の安全性、検査費用、部位(組織)ごとに診断結果の正確さが異なるなどの
課題を抱えている[2]。一方、生理学的または病理学的プロセスや治療薬に対す
る薬理学的反応の判断指標としてバイオマーカーが広く用いられている。これ
まで DNA や mRNA, タンパク質、血管新生物、神経伝達またはホルモン作用に
関わる様々な物質がバイオマーカーの候補となってきた[3]。それに加え、人体
から排出される揮発性有機化合物(Volatile Organic Compounds, 以下 VOCs)が体
内の健康状態を反映し、癌を初めとする様々な病気と深く関係していることが
最近の研究から明らかになっている[4]。 
1971 年に Zlatkis らによって、液―液抽出法に基づいたガスクロマトグラフィ
ー質量分析(Gas Chromatography–Mass Spectroscopy, 以下 GC–MS)から人の尿に
含まれている VOC が初めて調べられ[5]、それをきっかけに呼気[6,7]、皮膚[8]、
尿[9]、唾液[10]、汗[8]、血液[8]などに広く展開されてきた[11]。しかし、血液は
被験者に苦痛を与えることや 20 mL 以上の採血が困難であることから VOC 分
析に不向きである[12]。唾液または尿は血液より搬送・保存が容易で、病気の診
断、免疫検査、薬物・毒物の検査など生体試料として高い利用価値がある[13]。
人の唾液はタンパク質、ペプチド、ホルモン、VOC などを含み、体の健康状態
を反映する[14]。血液中の VOC は一般的に受動拡散を介し、唾液に転送される。
そのため、唾液中の VOC は血液中の生化学的情報を反映する。唾液は、血液と
異なり、赤血球や白血球、血小板などの細胞成分がほとんどなく、凝固すること
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もない。従って、唾液分析は体の生理学的および病理学的状態を調べるための潜
在的な方法であると考えられる。一方で、唾液中の VOC に関する報告は少なく
適切な生体試料として認められていないのが現状である[12]。唾液の利用が停滞
している主な原因には唾液中の成分が血液と比べ、1/1000 にも満たないことや
まだ適切な分析方法が確立されていないことなどが挙げられる[14]。 
一般的に、VOC の分析に GC–MS が用いられるが、固相マイクロ抽出法(Solid 
Phase Microextraction, 以下 SPME) [15]と GC–MS を併用することで、より高感度
な分析が可能となっている[16]。しかし、従来の SPME 法はデバイスの吸着面積、
熱脱離による吸着剤の劣化などの問題点がある。近年、薄膜抽出法(Thin Film 
Microextraction, 以下 TFME)が抽出相の体積と表面積、熱・化学的安定性、高い
気孔率などの利点から、従来の SPME 法より高い VOC 抽出効果と感度を提供す
る。Reyes-Gares らは親水性–親油性にバランスの取れたポリアクリロニトリル系
の抽出薄膜を開発し、血液や尿中 VOCs の分析を行った[17]。Bessonneau らは同
様な抽出方法を唾液中の VOC 分析に展開した[18]。両方とも TFME 薄膜の大き
い表面積の利点を利用して高感度の VOC 分析を可能にしている。 
本研究では従来から固相抽出に多く用いられているジメチルポリシロキサン
(以下、PDMS)吸着マトリックスにゼオライトの一種である ZSM-5 をハイブリッ
ドした吸着デバイスの GC–MS 分析に基づき、健常者の唾液および尿に含まれた
微量の VOC 分析を試みた。PDMS は多孔質ポリマーであり、SPME の修飾材料
として最も広く利用されている。ZSM-5 はサイズが 1 nm 以下の細孔を有する多
孔質材料であり、多くの有機物の吸着と触媒反応に応用されている[19]。PDMS
と ZSM-5 を複合化することによって両方の吸着特性を最大に活用することがで
きる。また、口腔がん患者の唾液中 VOC 分析を行い、健常者との比較を通じて
新規ヒト唾液中 VOC バイオマーカーの発見を実証した。最後に、肺がん細胞お
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よび肺正常細胞培養から細胞培養における肺がんのVOCバイオマーカー情報を
見出した。被験者二人の約一か月間連続尿試料と 20 名の被検者集団の一日の尿
試料の分析を行い、肺がん細胞培養中 VOC 分子と照らし合わせて直接にヒト代
謝物からがんなどの疾患の識別の可能性を検討した。本研究は人の唾液および
尿中に含まれる分子量が数十から数百までの多くの VOC 分子情報をもとに、疾
患に高い相関性を示す新規バイオマーカーの発見を目指した。 
 
3.2 実験項目 
3.2.1 使用試薬 
ZSM-5(SiO2/Al2O3=30, Lot 110421)は日揮触媒化成株式会社から購入した。
PDMS 溶液キット(Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit)は Dow Corning Ltd から購入
した。ベース溶液(Sylgard 184A)と硬化剤溶液(184B)は 10:1 の比率で混合し、
PDMS ポリマーを製造した。メタノールは和光純薬株式会社から購入した。実験
に用いた化合物は全て分析等級であり、更に精製することなく使用した。脱イオ
ン純水(18.3 MΩ∙cm)はイオン交換および濾過(ミリポア、direct QTM)に続いて逆
浸透によって得た。 
 
3.2.2 ZSM-5/PDMS薄膜の作製 
50 mL のガラス瓶に瓶を PDMS/ZSM-5 複合膜の支持体として使用した。PDMS
モノマーに対して重量比が 20 wt%になるように ZSM-5 を加えて均一に混ぜ、
1.0 g の混合試料をサンプル瓶の底に垂らし、室温で 3 日間静置し PDMS モノマ
ーを硬化させた。更に、PDMS/ZSM-5 複合膜を 100 C の乾燥機の中に 1 時間熱
処理を行った後、メタノールを振とうさせながら 3 日間複合膜の洗浄を行った。
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同様に ZSM-5 を添加していない PDMS 単体膜を作製して PDMS/ZSM-5 複合膜
との比較に用いた。 
 
3.2.3唾液および尿のサンプリング 
ZSM-5/PDMS 複合膜のサンプル瓶に唾液 2.0 mL とイオン交換水 3.0 mL を入
れ、3 時間の振とう後、唾液を捨て純水による洗浄と窒素乾燥を行った。次に、
100 µL のメタノールを入れ、抽出膜から 30 分間 VOCs の脱離を行い、その内 1.0 
µL を GC–MS 測定に用いた。抽出に必要なすべての操作は 30 C で行った。健
常者 8 名から最低 5 日間連続して唾液の採取を行った。尿は、健康な被験者 5 名
から5日間連続して起床してすぐに集めた初尿50 mLを3時間振とうさせた後、
唾液と同様の抽出過程を経て GC–MS 分析を行った。また、健康な 24 歳男性と
27 男性に朝起きてから一回目の尿を 50 mL 採取した。2 名の尿は、継続して約
20 日測定を行った。同様の手法を用いて 15 名の健康な男性と女性から尿サンプ
ルを得た。すべての尿サンプルは、上記の抽出手法を用いて GC-MS 測定に使用
された。舌がん患者 5 名の唾液を健常者と同様な条件で連続に 3 日間採取した。
唾液中 VOC 成分の変質や揮発を防ぐために、採取したがん患者の唾液試料は、
GC-MS 測定するまでに-80oC で保管した。 
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Figure 3.1. Schematic illustration of GC–MS analysis of organic volatiles via ZSM-
5/PDMS hybrid-film extraction. 
 
3.2.4肺癌および肺正常細胞の連続培養 
細胞はヒト肺正常細胞(OUS-11)および、ヒト肺胞基底上皮腺癌細胞(A549)細
胞は、理研 CELLBANK RCB0007)は、RIKEN CELLBANK, japan から入手した。
細胞培養培地は、高グルコース DMEM 培地(Dilbecco's modified Eagle medium, 
4.5 g/L, 6.0 mL, Sigma-Aldrich Japan, Tokyo)を使用した。具体的に、ウシ胎児血
清(FCS, Biowest France Nuaillé) 10%, ペニシリウム(100 U/mL)、ストレプトマイ
シン(100 mg/mL)、グルコース(PSG) 1%を混合して使用した。細胞を含む DMEM
培地から適量取り出し、DMEM 培地 6 ml を含む直径が 10 cm のプラスチック
シャーレへ 5×105 cells/dish となるように HeLa 細胞を播種した。OUS-11 および
A549 細胞培養は、37℃で 95％の空気と 5％の CO2、96 時間ウォータージャケ
ット型インキュベーター内で培養した。96 時間後、細胞の継代を行った。初め
 |  
 
67 
 
に、PBS (pH 7.2 リン酸バッファー溶液)と Trypsin-EDTA (0.05% Tripsin-EDTA 100 
mL, GIBCO-25300-054)を湯浴にて 37℃に温めた。滅菌済み 10 mL ガラスピペッ
トで、培地を取り除き、5 mL ガラスピペットで PBS を 3 mL シャーレに加え軽
く揺すり、細胞を洗浄した。これを 2 回行った後 PBS を取り除き、Trypsin-EDTA 
を 1.0 mL 加え、シャーレをインキュベーター内に 5 分間戻し、細胞をシャーレ
底面から剥ぎ取った。その後、シャーレ円状にピペッティングを行い、細胞の
塊をほぐした。DMEM 培地 1 mL を加え、良く馴染ませた後、15 mL チューブ
へと移し 13 mL にメスアップした。それを 1000 rpm、3 分遠心分離機にかけて
分離し、上澄み培地を取り除き、新たな DMEM 培地 2 mL を加えた。セルカウ
ンタープレートを用いて、細胞数を計算し、5×105 cells/dish となるように、培
地 6 mL が入った新たなシャーレへ細胞を播種した。このように、観察、培地
交換、継代を繰り返して、細胞の管理を行った。96 時間後に培地交換を行った
もの(5 mL×3)を GC-MS 測定試料とした。また、培地交換の際に、DMEM 培地
のみを入れたシャーレをブランクとして同様にインキュベーター内へ設置し
た。以上の細胞培養手順を 5 回繰り返して、OUS-11 および A549 細胞の同時に
5 世代培養した。世代毎に、培養シャーレ 3 つ分を播種し、96 時間後に二種類
の細胞の細胞培養済み DMEM(5 mL×3)を回収して、ZSM-5/PDMS 薄膜抽出を経
て、GC-MS 測定に用いた。比較のために、細胞培養と同時に、同じ培養環境下
に DMEM 培地(6 mL)が入っているシャーレ一つを用意した。 
 
3.2.5 GC–MS測定条件 
GC–MS 分析には JMS-Q1000GC(JEOL, Japan)を用いた。キャピラリーカラムは
DB-WAX(ポリエチレングリコールベースの高極性固定相、内径 0.25 mm、吸着
層厚み 0.5 μm、長さ 30 m)を用いた。GC 注入口の温度は 230 ºC でキャピラリー
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カラムの温度は 40 ºC で 3 分間保持し、10 ºC/min で 230 ºC まで昇温し、10 分間
保持して測定した。キャリアガスは超高純度ヘリウムガス(純度 99.999%)を 1 
mL/min の速度で流した。測定は、Splitless モードで行った。MS 設定については
動作条件が電子衝突イオン化モードで 70 eV とした。イオン源および GC インタ
フェースの温度はそれぞれ 200 ºC および 230 ºC に設定した。データ解析はフル
スキャンモードで(m/z＝25~310)、スキャンタイム 0.3 秒で行った。同定には
National Institute of Standards and Technology (NIST)マススペクトルライブラリー
サーチ(JEOL version 1.5)ソフトウェアを用いた。 
 
3.3結果および考察 
3.3.1 ヒトの唾液および尿中 VOC情報 
ZSM-5/PDMS 複合膜に導入した ZSM-5 の影響を調べたところ、含有量が 20 
wt%の時に最も高い抽出効果が見られた。また、20 wt%以上の含有率ではゼオラ
イトの分散性や膜の安定性が低下したため、本研究では唾液および尿中 VOCs の
抽出に ZSM-5/PDMS(20 wt%)複合膜を用いた。唾液分析に用いた 8 名の被験者
の中で 6 名は 20 代男性であり、それぞれの被験者に対して 5 日間サンプルを採
取して分析を行った。残りの 2 名は中年の男性および 20 代の女性であり、それ
ぞれ 8 回と 13 回サンプルを採取した。唾液や尿などの生体試料中に含まれる
VOCs には体内の代謝による内因性成分や飲食・日常生活などの影響による外因
性成分が混在し、日によって変動する可能性が極めて高い[20]。尿サンプルの
GC–MS 分析は唾液を提供した 20 代男性 6 名から唾液採取日と同じ日に採取し
た尿を用いて行った。本研究では GC–MS 分析に用いた唾液および尿サンプルの
数はそれぞれ 51 個と 30 個であった。 
 
 |  
 
69 
 
Table 3.1. VOCs extracted from saliva and urine samples using a 20 wt% ZSM-5/PDMS 
hybrid film. 
No. Compounds Structure 
RT 
(min) 
SI 
(m/z) 
Class 
Saliva 
(n = 8) 
Urine 
(n = 6) 
1 Ethanol 
 
6:19 31 alcohol Da D 
2 2,3-Butanedione 
 
6:36 43 ketone D  
3 2-Pentanone 
 
6:40 43 ketone D D 
4 1-Propanol  7:27 31 alcohol D D 
5 Undecane  7:50 57 alkane D D 
6 Hexanal  7:56 44 aldehyde D D 
7 2-Methyl-1-propanol 
 
8:08 43 alcohol  D 
8 4-Heptanone 
 
8:27 71 ketone  D 
9 4-Methyl-3-penten-2-one 
 
8:40 55 ketone D  
10 1-Butanol  9:01 56 alcohol D 
 
11 Heptanal  9:24 43 aldehyde D D 
12 Octanal  10:58 43 aldehyde D D 
13 3-Hydroxy-2-butanone 
 
11:07 45 ketone D D 
14 1-Hydroxy-2-propanone 
 
11:19 43 ketone D D 
15 2-Ethoxy-1-propanol 
 
11:27 45 alcohol  D 
OH
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16 2-Hydroxypropanoic acid 
 
11:30 45 acid D D 
17 Hydroxyacetic acid 
 
12:21 31 acid  D 
18 Nonanal  12:27 57 aldehyde D D 
19 Ethanedioic acid 
 
12:30 59 acid D  
20 1-Octen-3-ol 
 
13:10 57 alcohol D  
21 1-Heptanol  13:18 56 alcohol D 
 
22 4-Isothiocyanato-1-butene 
 
13:20 72 isothiocyanate  D 
23 4-Hydroxy-2-pentanone 
 
13:31 43 ketone  D 
24 2-Ethyl-1-hexanol 
 
13:44 57 alcohol D D 
25 Pyrrole 
 
14:08 67 heterocyclic  D 
26 Benzaldehyde 
 
14:25 77 aldehyde D D 
27 2,3-Butanediol 
 
14:27 45 alcohol D D 
28 (R,R)-2,3-Butanediol 
 
14:54 45 alcohol  D 
29 1-Octanol  14:38 56 alcohol D 
 
30 Propylene glycol 
 
15:00 45 alcohol  D 
31 Carbamic acid 
 
15:33 44 acid  D 
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32 Butyrolactone 
 
15:53 42 ester D D 
33 Benzeneacetaldehyde 
 
15:56 91 aldehyde D  
34 Levo-carvone 
 
17:10 82 ketone  D 
35 (E,E)-2,4-Decadienal  17:54 81 aldehyde   D 
 
36 Benzyl alcohol 
 
18:35 79 alcohol D  
37 Dimethyl sulfone 
 
18:54 79 organosulfur  D 
38 Phenylethyl alcohol 
 
19:00 91 alcohol D D 
39 1-Dodecanol  19:23 55 alcohol D  
40 Phenol 
 
19:54 94 phenol D D 
41 4-Methylphenol 
 
20:40 107 phenol D D 
42 2-Piperidinone 
 
21:34 99 lactam D D 
43 2,5-Dichlorophenol 
 
21:51 162 phenol  D 
O
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44 Docosanoic acid  21:54 74 acid D 
 
45 Hexadecanoic acid  22:03 74 acid D D 
46 Indole 
 
24:52 117 heterocyclic D  
47 3-Methylindole 
 
25:34 130 heterocyclic D  
a 全ての化合物は、健康なヒトの唾液または尿中に存在するかまたは存在しないことを示す。 
 
ZSM-5/PDMS 複合膜を用いて得られた唾液および尿中 VOCs の分析結果を
Table. 3.1 に示す。質量分析による VOCs の特定には 700 以上の類似度を示した
化合物のみを用いた。尿分析には 50 mL のサンプルを用いたが、唾液の場合は
分泌量が尿に比べ比較的に少ないため、2.0 mL の唾液に 3.0 mL のイオン交換水
を加え、試料の流動性を向上させた。本研究において被験者一人当たりの唾液ま
たは尿から約 50~100 種類の VOCs が検出されたが、その中の一部の VOCs にお
いて良好な日間再現性が現れた。すべての被験者から良好な日間再現性を示し
た VOCs は唾液と尿においてそれぞれ 34 と 33 成分であった。被験者の唾液と
尿の GC–MS 分析から絞られた 47 成分（Table 3.1）は、良好な日間再現性を示
し、日常生活などの外的要因に大きく影響されないことがわかる。 
 
3.3.2 ヒトの唾液および尿中 VOCsの出現頻度 
本研究で試みた連続サンプリング法は得られた各 VOCs の出現頻度をもとに
外的影響を排除するのに役に立つ。検出された各成分の日間再現性を表す指標
O H
O
O H
O
H
N
N
H
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として、‘出現頻度（appearance frequency, 以下 AF）’を用いた。検出された各成
分の AF は、毎回の分析において検出できる確率を意味し、下記の式 1 より見積
もられた。 
 
                 AF = 
検出された回数
全分析回数
              (1) 
 
見積もられた AF 値を、0.7 以上(AF≧0.7)、0.5 以上 0.7 未満(0.7>AF≧0.5)、0.5
以下(AF<0.5)の 3 つのグループに分類し、Table 3.1, 3.2 にまとめた。AF≧0.7 の
VOCs は唾液と尿からそれぞれ 13 と 8 成分であり、6 つの共通成分が検出され
た。AF≧0.7 の VOCs は多くの被験者の唾液または尿に存在し、外因性と個人差
と関係なく人体の一般的な代謝物であると考えられる。0.7>AF≧0.5 の範囲に属
する VOCs は唾液と尿からそれぞれ 2 と 9 成分であった。AF <0.5 の VOCs は唾
液と尿からそれぞれ 19 と 16 成分であり、5 つの共通成分が検出された。特に、
AF値が低い成分は良好な日間再現性を示すものの一部の被験者に限って検出さ
れている。生体試料を分析する際に、VOCs の個体間の変動や、内因性と外因性
を識別することは非常に困難な作業である。Al-Kateb らはヘッドスペーストラ
ップ GC–MS 法によって健常者 10 人の 10 日間の連続唾液分析を行い、すべて
の唾液サンプルから 317 成分を検出したが、毎回検出された成分の数は 34 であ
り、顕著な日間または個体間変動が見られることを報告している[21]。本研究は
同一被験者から連続して生体試料を採取することで、VOCs の出現頻度をもとに
日間変動と個体間変動を考慮した有意なVOC分子情報の収集が可能になったこ
とに大きな意義がある。 
Figure 3.2 に、同一被験者から同じ日に採取した唾液（a）および尿（b）サン
プルの ZSM-5/PDMS 複合膜を介した GC–MS トータルイオンクロマトグラム(以
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下、TIC)を示す。Table 3.1 に示した 47 成分のピークに番号を付け、2 つの TIC
に表した。47 成分以外にも多くの成分が検出されたが、それらの成分は外因性
の日間変動性の化合物である可能性が高い。Figure 3.2 から分かるように、唾液
と尿の TIC は、大きく異なり、TIC の複雑さからより多くの成分が唾液中に含
まれていることがわかる。Table 3.1 からもわかるように、唾液と尿からそれぞ
れ 34 と 33 成分が検出でき、両生体試料に共存する成分を除くと 23 と 22 成分
となる。両生体試料において共通成分が少なく検出成分が異なる理由はそれぞ
れの VOCs の発生源と代謝経路の違いが原因であると考えられる[9]。注目すべ
きことは 1-プロパノール (1-propanol)、1-ブタノール (1-butanol)、シュウ酸
(ethanedioic acid)、マツタケアルコール(1-octen-3-ol)、ベンジルアルコール(benzyl 
alcohol)、フェネチルアルコール(phenylethyl alcohol)およびインドール(indole)の
人唾液における AF 値は 0.7 以上であり、殆どの被験者の唾液から検出されたが、
尿からは殆ど検出されていないことである。これらの成分は血液中に多く存在
するが、他の代謝成分に変化した可能性が高い。 
 
Table 3.2. Classification based on AF of VOCs showing day reproducibility in saliva and 
urine. 
Groups Compounds 
Saliva 
AF (n = 8) 
Groups Compounds 
Urine 
AF (n = 6) 
FA ≧ 0.7 
Ethanol 1.00 
FA ≧ 0.7 
Ethanol 1.00 
2-Pentanone 1.00 2-Pentanone 1.00 
3-Hydroxy-2-butanone 1.00 1-Hydroxy-2-propanone 1.00 
Phenol 1.00 Phenol 1.00 
Hexadecanoic acid 1.00 Hexadecanoic acid 1.00 
1-Propanol 1.00 Dimethyl sulfone 1.00 
Undecane 1.00 3-Hydroxy-2-butanone 0.83 
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1-Octen-3-ol 1.00 2-Piperidinone 0.83 
1-Butanol 0.75 
0.7 > FA 
≧ 0.5 
Hexanal 0.67 
1-Hydroxy-2-propanone 0.75 4-Heptanone 0.67 
2-Hydroxypropanoic acid 0.75 Pyrrole 0.67 
Phenylethyl alcohol 0.75 2,3-Butanediol 0.67 
Indole 0.75 Propylene glycol 0.67 
0.7 > FA ≧ 
0.5 
Ethanedioic acid 0.63 Carbamic acid 0.67 
2-Piperidinone 0.63 Undecane 0.50 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FA < 0.5 
Nonanal 0.38 2-Hydroxypropanoic acid 0.50 
2-Ethyl-1-hexanol 0.38 (R,R)-2,3-Butanediol 0.50 
2,3-Butanediol 0.38 Butyrolactone 0.50 
Benzyl alcohol 0.38 
 
FA < 0.5 
Octanal 0.33 
4-Methylphenol 0.38 Hydroxyacetic acid 0.33 
2,3-Butanedione 0.25 2-Ethyl-1-hexanol 0.33 
3-Methylindole 0.25 1-Propanol 0.17 
Hexanal 0.13 2-Methyl-1-propanol 0.17 
4-Methyl-3-penten-2-one 0.13 Heptanal 0.17 
Heptanal 0.13 2-Ethoxy-1-propanol 0.17 
1-Octanal 0.13 Nonanal 0.17 
1-Heptanol 0.13 4-Isothiocyanato-1-butene 0.17 
Benzaldehyde 0.13 4-Hydroxy-2-pentanone 0.17 
1-Octanol 0.13 Benzaldehyde 0.17 
Butyrolactone 0.13 Levo-carvone 0.17 
Benzeneacetaldehyde 0.13 Phenylethyl alcohol 0.17 
 
(E,E)-2,4-Decadienal 0.13 4-Methylphenol 0.17 
1-Dodecanol 0.13 2,5-Dichlorophenol 0.17 
Docosanoic acid 0.13 2,3-Butanedione 0 
2-Methyl-1-propanol 0 4-Methyl-3-penten-2-one 0 
4-Heptanone 0 1-Butanol 0 
2-Ethoxy-1-propanol 0 Ethanedioic acid 0 
Hydroxyacetic acid 0 1-Octen-3-ol 0 
4-Isothiocyanato-1-butene 0 1-Heptanol 0 
4-Hydroxy-2-pentanone 0 1-Octanol 0 
Pyrrole 0 Benzeneacetaldehyde 0 
(R,R)-2,3-Butanediol 0 (E,E)-2,4-Decadienal 0 
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Figure 3.2. Typical TICs Typical of VOCs contained in both saliva (a) and urine (b) 
samples collected from the same subject on the same day. 
 
3.3.3 ヒトの唾液および尿中 VOC含有量の比較 
唾液と尿に存在する VOCs の相対量を調べるために、両方において AF 値が共
に 0.7以上の 6成分のピーク面積の比較を行った(Figure 3.3)。エタノール(ethanol)
Propylene glycol 0 Benzyl alcohol 0 
Carbamic acid 0 1-Dodecanol 0 
Levo-carvone 0 Docosanoic acid 0 
Dimethyl sulfone 0 Indole 0 
2,5-Dichlorophenol 0 3-Methylindole 0 
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は唾液と尿中に大きな差が見られなかったが、2-ペンタノン(2-pentanone)、ヒド
ロキシアセトン(2-propanone, 1-hydroxy)は唾液と比べ、尿中により多く存在する。
一方で、アセトイン(2-butanone, 3-hydroxy)、フェノール(phenol)、パルミチン酸
(hexadecanoic acid)は尿より唾液に多く存在する。しかし、約 50 mL の尿サンプ
ルを用いたことに対し、唾液のサンプル量が 2.0 mL であることを考慮すると唾
液中に存在する VOCs の濃度が高いことがわかる。このような結果は体からの
揮発性代謝物を調べるのに唾液が非常に有用な生体試料であることを意味し、
本研究手法が生体試料中の微量の VOC 分析に有用であると言える。 
 
 
 
Figure 3.3. Comparison of average peak areas showing 6 VOCs (FA ≧ 0.7) present in 
saliva and urine after TFME-GC-MS analysis using ZSM-5/PDMS hybrid film. 
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3.3.4官能基によるヒト唾液および尿中 VOCsの分類 
Figure 3.4 のように、本実験に参加した 20 代男性被験者 6 名の同じ日に採取
した唾液および尿から検出された VOCs を官能基ごとに分けると、アルコール、
有機酸、アルデヒド、ケトン、フェノール、エーテル、ヘテロ環化合物の他、含
硫黄化合物などと多様である。尿には主にアルコール類、ケトン類、有機酸類お
よび 10%前後のヘテロ環化合物が大きな割合を示している。ここで、各官能基
の割合は TIC の全ピーク面積に対する官能基ごとのピーク面積の相対比から求
められた。唾液にはアルコール類、フェノール類に続いてケトン類が多く存在し
ていることが分かる。興味深いことに、人によって唾液および尿中の VOCs の
官能基別の相対比が大きく異なる。例えば、被験者 C の場合は唾液と尿からの
アルコールが全体の約71%および65%であり、被験者の中で一番高い値を示す。
さらに、被験者 C の唾液は約 3.3%の高いアルデヒド含有率を示し、他の被験者
の 0.5%以下の値より高い。これは被験者 C の生活習慣を反映する結果であり、
恐らく日ごろの飲酒習慣と関係していると考えられる。 
唾液と尿の両方に多く存在るケトン化合物は動物タンパク質と動物性脂肪の
摂取によって代謝されると知られている。唾液からジアセチル(2,3-butanedione)、
メシチルオキシド(3-penten-2-one, 4-methyl)が、尿から 4-ヘプタノン(4-heptanone)、
4-ヒドロキシ-2-ペンタノン(2-pentanone-4-hydroxy)が検出された。両方に共通す
るケトン類は 2-ペンタノン(2-pentanone)、アセトイン、ヒドロキシアセトンであ
る。 
唾液にはインドール、スカトール(1h-indole-3-methyl)のようなヘテロ環化合物
が多く存在する。インドールおよびスカトールは口臭の原因物質であり、インド
ールはアミノ酸の一種であるトリプトファンのバクテリアによる分解によって
生産される。スカトールは腸内の細菌特に悪玉菌による栄養物を分解によって
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生成される悪臭物質であることが知られている。一方、ピロール(pyrrole)、1-ブ
テン-4-イソチオシアナト(1-butene, 4-isothiocyanato)、L-カルボン(levo-carvone)、
2-ピペリジノン(2-piperidinone)のような含窒素化合物が尿から検出された。
Zlatkis らは 1971 年に液―液抽出と GC-MS の分析によって尿中の最も特徴的な
VOC 構成要素がジメチルスルフォン、ピロール、4-ヘプタノン-アリルイソチオ
シアネート、アルキルフラン、ケトン類およびラクトンであることを報告した
[5]。 
口臭の原因と言われているフェノールはすべての生体試料から検出されるが、
尿より唾液に多く存在し、高い割合を示している。フェノール類である p-クレ
ゾール(phenol-4-methyl)は通常の条件下でほぼ 100%血漿タンパク質の親油性部
分と結合する。p-クレゾールはタンパク質分解の最終生成物であり、過剰に栄養
タンパク質を摂取した場合、健常者の尿中に排出量が増加すると言われている。
しかし、本研究では p-クレゾールの唾液および尿における AF 値はそれぞれ 0.38
と 0.17 であり、唾液中により多く含まれていることがわかる。 
すべての被験者から検出されたジメチルスルフォン(dimethyl sulfone)は尿中に
含まれる有機硫黄化合物と知られており、本研究でも尿のみから検出された。ジ
メチルスルフォンは血漿と正常なヒトの脳脊髄液に生じる代謝物である。また、
体内の内因性メタンチオールの代謝と腸内細菌の代謝によって生成されること
が知られている[22]。さらにタマネギに多く存在するジメチルスルフォキシド
(dimethyl sulfoxide) の体内(肝臓および腎臓)酸化によるジメチルスルフォンの生
成も考えられる[23]。 
唾液からはシュウ酸、ベヘン酸(docosanoic acid)、パルミチン酸、乳酸(propanoic 
acid, 2-hydroxy)の有機酸類が検出され、尿からはグリコール酸 (acetic acid, 
hydroxy)、カルバミン酸(carbamic acid)、パルミチン酸および乳酸が検出された。
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特に尿には大量のカルバミン酸が存在し、尿中の有機酸の割合が唾液より高い
ことがわかる。代謝物の中に含まれる有機酸は主に蛋白質の分解により体内に
生成され、代謝プロセスにおいて重要な役割を果たすとともに、それらの濃度が
いくつかの疾患と関係することが知られている。シュウ酸は多くの植物や野菜
が生成する強力なジカルボン酸であり、グリオキシル酸またはアスコルビン酸
の代謝によって体内で作られ、尿に排泄される。一方、シュウ酸は腎臓結石の原
因となる化合物であり、約 80%の腎臓結石がシュウ酸カルシウムによって発生
すると言われている。 
 
 
 
 
 
 
 
(a) (b) 
Figure 3.4. The relative peak area of compounds in each class that have been detected 
in human (a) saliva and (b) urine. 
 
3.3.5 ヒト唾液および尿から検出した VOCsの PCA解析 
主成分分析（PCA）は、20 歳代の男性 6 人の同日に採取した唾液および尿サ
ンプルの比較と区別を行った。PCA 解析は、得られた VOCs のピーク面積を利
用した。Figure 5.5 は、PC1 対 PC2 のスコアプロット結果を示した。被験者 A, 
B, D, E, F の唾液サンプルは、負の PC1 値を示し、被験者 C は、正の PC1 値を示
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した(Figure 5.5a)。そして、被験者 B, D, E, F の PC1 スコアが類似していること
がわかる。被験者 A と C の唾液サンプルは、他の被験者との区別ができた。ロ
ーディングプロット(Figure 5.5b)は、被験者Cの唾液からnonanal, heptanal, ocranal
および hexanal のアルデヒド類化合物が検出された。これは、被験者 C の官能基
に基づく分類の結果と一致する。被験者 C の生活習慣によって引き起こされ得
る。一方で、被験者 A の唾液から、 3-methylindole, indole, benzyl alcohol, 
benzeneacetaldehyde, 4-methylphenol および phenol が多く検出された。その中で、
indole と 3-methylindole (skatole)は、トリプトファンの細菌代謝に由来する 24。
Indole / 3-methylindole（I / S）および揮発性硫黄化合物（VSC）は、口臭の 2 つの
主要成分である。口臭は、主に舌のコーティングおよび歯周病によって引き起こ
される 25。興味深いことに、被験者 A は、唾液供給期間内に歯周病を有してい
た。尿試料の PC1 スコアは、すべて正値であり、被験者間で一定の類似性を示
した。被験者 D のみは、大きな日変動性を示した。 
 
(a) 
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(b) 
 
Figure 3.5. (a) Score and (b) loading plot of VOCs extracted from saliva and urine 
samples using a 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid film. 
 
3.3.6がん患者唾液中 VOC分析および健常者との比較 
本研究で開発した ZSM-5/PDMS 複合膜抽出法によるヒト体液中 VOC 分析の有用
性を証明するために、口腔がん患者の唾液中 VOC 分析を行い、これまでに得られた
健常者唾液中VOC分子情報と比較した。直接にがん患者と健常者の唾液中VOC分
子情報を比較することは、新規口腔がん VOC バイオマーカーの発見につながると考
えられる。本研究は、まず手術を受ける前で入院中の舌がん患者 5 名の唾液を連続
に三日間採取し、ZSM-5/PDMS-GC-MS 分析を行った。Table 3.3 に 5 名のがん患者
の性別、年齢、がんの種類、サンプル数、服薬および既往歴を記入した。分析結果を
Table 3.4 に示した。前述したように、がん患者および健常者唾液中の VOC 成分のそ
れぞれの出現頻度を計算し、比較を行った。また、がん患者と被験者の共通 VOC 成
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分の t 検定を行い、p-value で成分の有意性を調べた。Ethanol、2-pentanone、
propanoic acid-2-hydroxy、ethanedioic acid、phenol、phenol-4-methyl、2-piperidinone
および hexadecanoic acidの p-valueが 0.05以下でそれらの成分はがん患者と健常者
の間で有意に変化したため、潜在的な VOCバイオマーカーであると考えられる。一方
で、被験者において出現頻度が低く、がん患者において大きい VOC 成分は、2,3-
butanedione、octanal、nonanal、2,3-butanediol、acetic acid-droxyl、2-butanol-3-methyl、
1,2-pentanediol、butanoic acid-butyl ester、1-dodecanol、1-hexadecanolおよび 1-hexen-
3-ol などが存在する。一方で、逆に健常者と比べてがん患者の出現頻度が減少した
のは、 propanoic acid-2-hydroxy、 ethanedioic acid、 1-octen-3-ol、 benzyl alcohol、
phenylethyl alcohol、2-piperidinoneおよび indoleなどが存在する。がん患者と被験者
唾液中に含まれる VOC 分子は、大きな違いが存在することが ZSM-5/PDMS-GC-MS
分析によって明らかになった。 
 
 
Table 3.3. Personal information such as the cancer type, age, etc. of the cancer subjects.
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Table 3.4. VOCs extracted from healthy subject and patient's saliva samples using a 20 
wt% ZSM-5/PDMS hybrid film. 
No. Compounds 
Retention 
time, min 
Selected ion, 
m/z 
AF             
Healthy 
n=8 
AF 
cancer  
n=5 
p-value 
1 Ethanol 6:19 31 1.00  1.00  0.0006 
2 2,3-Butanedione 6:36 43 0.25  0.80 0.2 
3 2-Pentanone 6:40 43 1.00  1.00 <0.00001 
4 1-Propanol 7:27 31 0.88  1.00 0.1 
5 Undecane 7:50 57 0.88 ×  
6 Hexanal 7:56 44 0.13  ×  
7 3-Penten-2-one, 4-methyl 8:40 55 0.13 ×  
8 2-Furanmethanol, tetrahydro 8:57 71 × 0.20  
9 1-Butanol 9:01 56 0.75 1.00 0.4 
10 Heptanal 9:24 43 0.13 ×  
11 1-Butanol, 3-methyl 9:48 55 × 0.20  
12 Thiocyanic acid 10:41 73 × 0.20  
13 Octanal 10:58 41 0.13 0.60 0.2 
14 2-Butanone, 3-hydroxy 11:07 45 1.00  1.00 0.3 
15 Cyclohexanone 11:11 55 × 0.40  
16 2-Propanone, 1-hydroxy 11:19 43 0.75 0.80 0.6 
17 Propylene glycol 11:23 45 × 0.20  
18 Propanoic acid, 2-hydroxy 11:30 45 0.75 0.40 0.001 
19 5-Hepten-2-one, 6-methyl 11:35 43 × 0.40  
20 Ethyl ether 12:15 74 × 0.20  
21 2-O-Methyl-D-mannopyranosa 12:15 87 × 0.20  
22 Acetic acid, hydroxy 12:17 59 × 0.40  
23 Nonanal 12:27 57 0.38  1.00 0.8 
24 Ethanedioic acid 12:30 59 0.63 0.20 0.007 
25 2-Hexen-1-ol, (E) 12:36 57 × 0.20  
26 2-Decene, 8-methyl-, (Z) 12:49 55 × 0.20  
27 1-Decene, 8-methyl 12:52 70 × 0.20  
28 1-Hexen-3-ol 13:05 57 × 0.60 0.5 
29 1-Octen-3-ol 13:10 57 0.88 ×  
30 1-Heptanol 13:18 56 0.13 ×  
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31 1-Hexanol, 2-ethyl 13:44 57 0.38 0.20  
32 Benzaldehyde 14:25 77 0.13 0.20 0.5 
33 2,3-Butanediol 14:27 45 0.38 0.80 0.9 
34 1-Octanol 14:38 56 0.13 ×  
35 2-Butanol, 3-methyl 14:59 45 × 0.40  
36 Butyrolactone 15:53 42 0.13 ×  
37 Benzeneacetaldehyde 15:56 91 0.13 ×  
38 1,3-Butanediol, (S) 16:46 43 × 0.20  
39 1,2-Pentanediol 17:15 55 × 0.40  
40 Hexanoic acid, 2-methyl 17:29 74 × 0.20  
41 2,4-Decadienal, (E,E) 17:54 81 0.13 ×  
42 
Propanoic acid, 2-methyl-, 3-hydroxy 
-2,4,4-trimethylpentyl ester 
18:19 71 × 0.20  
43 Butanoic acid, butyl ester 18:25 71 × 0.40  
44 Benzyl alcohol 18:35 79 0.38  ×  
45 4-Hexen-3-ol, 2-methyl- 18:35 71 × 0.20  
46 2-Furanmethanol, tetrahydro- 18:40 71 × 0.20  
47 
Propanoic acid, 2-methyl-, 2,2-dimethyl-1- 
(2-hydroxy-1-methylethyl)propyl ester 
18:41 71 × 0.20  
48 Phenylethyl alcohol 19:00 91 0.75 0.20 0.07 
49 1-Dodecanol 19:23 55 0.13 0.80 0.2 
50 
2-Propenoic acid, oxybis 
(methyl-2,1-ethanediyl) ester 
19:37 55 × 0.20  
51 Phenol 19:54 94 1.00  1.00 <0.00001 
52 Methyl tetradecanoate 19:55 74 × 0.20  
53 Phenol, 4-methyl 20:33 107 0.38 0.20 0.006 
54 1-Tetradecanol 21:27 55 × 0.20  
55 2-Piperidinone 21:34 99 0.63 0.20 0.006 
56 Docosanoic acid 21:54 74 0.13 ×  
57 Hexadecanoic acid 22:03 74 1.00 1.00 0.006 
58 1-Hexadecanol 23:31 69 × 0.60  
59 Indole 24:52 117 0.75 ×  
60 1H-Indole, 3-methyl- 25:34 130 0.25 0.20 0.7 
61 n-Pentadecanol 26:31 69 × 0.20  
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Figure 3.6 に、がん患者と健常者唾液中の共通 VOCs のピーク面積の比較結果を
示す。共通成分の多くは、健常者よりがん患者唾液中の濃度が被検固体を問わず、
低いことがわかった。 
 
 
Figure 3.6. Comparison of average peak areas showing VOCs present in patient and 
healthy subject saliva after TFME-GC-MS analysis using ZSM-5/PDMS hybrid film. 
 
 
Figure 3.7 にがん患者と健常者の唾液から検出した VOCs 情報を利用し、主成分
分析を行い、Figure 3.7aにスコアデータ、Figure 3.7bにローディングデータを示した。
PCA スコアデータから、健常者は、PC1、PC2の 0付近に集中している。一方で、舌が
ん患者(2, 3, 4, 5)の多くは、健常者からかけ離れていることがわかる。がん患者の殆ど
は、唾液中 VOCs に基づいて健常者と識別できた。ステージ 2 の舌がん患者（4）は、
ステージ 1の被験者 1 と 2 と比べて健常者集団からより試料の性質が顕著に異なって
いることが分かった。また、ローディングデータから、がん患者と健常者と区別できた要
因(VOC分子情報)を調べ、具体的な分子情報を Figure 3.8に示した。試料性質が最
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も異なっている舌がん患者 3, 4 の唾液から他の舌がん患者より VOC 種類が著しく増
加していることがわかる。以上から、唾液中 VOC 情報に基づき、舌がん患者と健常者
の識別ができた。そして、がんステージと VOCパータンと一定の相関が確認された。 
 
 
 
Figure 3.7. (a) Score and (b) loading plot of VOCs extracted from patient’s saliva samples 
using a 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid film. 
(a) 
(b) 
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Figure 3.8. VOCs extracted from patient’s saliva samples using a 20 wt% ZSM-5/PDMS 
hybrid film. 
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3.3.7連続的なヒト尿中 VOCsの分析 
本研究は、20代の男性被験者2人の20日間連続的に朝の初尿および他の15人被
験者の朝の初尿を採取し、ZSM-5/PDMSハイブリッド膜の抽出およびGC-MSの
分析を行った。その結果をTable 3.3に示した。また、各化合物の検出率を計算し、
それぞれのパーセンテージ値を追加した。Ethanol, 2-pentanone, undecane, 4-
heptanone, 2-butanone-3-hydroxy, pyrrole, 2,3-butanediol, propylene glycol, ethanol-2-
(hexyloxy), carbamic acid, butyrolactone, dimethyl sulfone, 2-(methylsulphonyl)propane, 
2-piperidinone, docosanoic acid, dyclodecaneおよび2,5-Pyrrolidinedioneは、被験者二
人の20日分のサンプルと被験者15人の15個のサンプルに90%以上の比率で検出
された。以上の化合物は、被験者と尿の採取日を問わず、ヒト尿中の一般的な
VOC代謝成分であり、日常の生活習慣、飲食、外気の暴露などの外因の影響を受
けない。1-Butanolは、被験者Aから100%、グループから67%で検出されたに対し
て、被験者Bの尿からは、検出されなかった。2(3H)-Furanone, dihydro-5-methylは、
被験者Bから84%、グループから53%で検出されたに対して、被験者Aの尿から
は、検出されなかった。また、butyrolactone、phenol-4-methyl、2(3H)-furanone-
dihydro-5-pentylは、被験者Aの尿から検出されなかった。被験者グループと比べ、
ethanol, 2-(2-ethoxyethoxy)は、被験者AとBから検出された回数が少ないことがわ
かる。また、2人のうち1人からのみ得られるbenzaldehydeのような成分は、Cグル
ープにおいても一部の人のみから検出された。成分の内因性と外因性の判断が
困難である。 
Figure 3.9に示したように、被験者二人の連続尿の日間変動性を示した。例の 20成
分は、再現性よく検出可能な VOCs であるが、異なる日の同じ成分のピーク面積にば
らつきが見られ。ヒト尿中 VOCs の含有量は、一定の日間変動性を示すことが分かっ
た。Figures 3.10、3.11 には、同じ VOCs のピーク面積の被験者間の比較結果を示し
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た。被験者グループの場合は、ピーク面積に比較的に大きいばらつきが見られた。そ
れは、尿中 VOCsが個体依存性を示すことに起因する。 
 
Table 3.5 Analysis of VOCs in urine samples using a 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid film. 
 
 
No. Compounds R.T m/z A B C 
1 Ethanol 5:49 31 100% 100% 100% 
2 2-Pentanone 6:09 43 100% 100% 93% 
3 Undecane 7:16 57 100% 95% 87% 
4 4-Heptanone 7:56 71 100% 95% 93% 
5 1-Butanol 8:27 56 90% 0% 67% 
6 2-Butanone-3-hydroxy 10:43 45 100% 74% 87% 
7 Pyrrole 13:44 67 100% 100% 100% 
8 Benzaldehyde 13:59 77 100% 63% 27% 
9 2,3-Butanediol 14:23 45 100% 100% 100% 
10 Propylene Glycol 14:37 45 85% 89% 93% 
11 Ethanol, 2-(hexyloxy) 14:50 43 95% 95% 73% 
12 Ethanol, 2-(2-ethoxyethoxy) 14:58 45 32% 0.35% 80% 
13 Carbamic acid 15:07 44 100% 100% 100% 
14 2(3H)-Furanone, dihydro-5-methyl 15:08 56 0% 84% 53% 
15 Butyrolactone 15:26 42 85% 89% 100% 
16 Oxime-, methoxy-phenyl 16:18 133 70% 58% 73% 
17 Levo-carvone 16:33 82 100% 100% 33% 
18 Dimethyl sulfone 18:30 79 100% 100% 100% 
19 2-(Methylsulphonyl)propane 19:17 43 95% 100% 87% 
20 Phenol, 4-methyl 20:13 107 0% 100% 73% 
21 2-Piperidinone 20:56 99 100% 100% 93% 
22 2(3H)-Furanone, dihydro-5-pentyl 20:57 85 0% 63% 73% 
23 Docosanoic acid 21:16 74 95% 100% 93% 
24 Cyclodecane 22:15 55 100% 100% 100% 
25 2,5-Pyrrolidinedione 24:15 99 100% 89% 100% 
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Figure 3.9 Daily variability of VOCs in human urine. 
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Figure 3.10. Comparison of peak areas present in urine of subject A, B and group (C) 
after TFME-GC-MS analysis using ZSM-5/PDMS hybrid film. 
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Figure 3.11. Comparison of peak areas present in urine of subject A, B and group (C) 
after TFME-GC-MS analysis using ZSM-5/PDMS hybrid film. 
 
Figure 3.12に尿サンプルの PCA分析結果を示した。被験者Aと Bのサンプルは、
被験者個体内または二人の間で区別できなかった。つまり、Figure 3.9 にように、日間
変動性を示したものの、主成分分析では二人の尿中 VOCsが似たような性質を持って
いることがいえる。一方で、被験者グループの場合は、比較的にスコア値の分布が広
いことがわかる。尿の提供者数が増えるほど、尿中 VOC 分析の変動が多くなる。前述
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したように、被験者の生活習慣または疾患は、唾液および尿中低分子揮発性代謝物
を影響する。グループ被験者の場合は、A と B の二人の連続的な測定と比べ、事件
者の尿中揮発性代謝物の性質が大きく異なることがわかる。その理由は、そこにあると
考えられる。 
 
 
 
Figure 3.12. (a) Score and (b) loading plot of VOCs extracted from urine samples using 
a 20 wt% ZSM-5/PDMS hybrid film. 
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3.3.8 ヒト肺がん細胞およびヒト肺細胞の揮発性代謝物とヒト尿中代謝物と
の相関 
ZSM-5/PDMS複合膜を利用して、A549およびOUS-11の細胞培養液から VOC代
謝成分を抽出して、GC-MS 測定を行った。Table 3.6 に示したように、A549 および
OUS-11 の細胞培養液から 30 成分が検出された。再現性は、5 世代の連続培養によ
って確認した。特に、共通していない成分が確認されなかった。正常細胞と肺癌細胞
の VOC の p-value は、Table 3.6 に示した。p-value が 0.0001 以下の VOCs は、5 つ
であり、2-butanone-3-hydroxy、benzyl alcohol、dimethyl sulfone、phenylethyl alcohol、 
phenol であった。その中で環状化合物が 4 つであった。他に、p-value が 0.05 以下の
成分(有意性のある成分)は、cyclohexanone、1-hexanol、cyclohexanol、acetophenone
があった。p-value が 0.05 以下で A549 細胞と OUS-11 細胞を比較した時に、すべて
の共通 VOC 成分（2-butanone-3-hydroxy、cyclohexanone、1-hexanol、cyclohexanol、
acetophenone、benzyl alcohol、dimethyl sulfone、phenylethyl alcoholおよび phenol）の
濃度が減少したのは、の 9 成分となった。p-value は、5 世代を渡って培養した A549
細胞と OUS-11 細胞のすべてのデータを用いて統計分析を行った結果となる。VOCs
の濃度は、細胞培養の世代間に一定の変動を示すため、統計的に比較することで肺
がん細胞のバイオマーカーとなる最も可能性が高かった成分に限定されてしまう可能
性が感がられる。そこで、単純に、同じ条件で培養した A549 細胞、OUS-11 細胞およ
びDMEM培地から検出した共通VOCsの平均ピーク面積を比較することで主観的基
準による VOCバイオマーカーの特定を行った。 
比較実験は、同時に培養した A549細胞、OUS-11細胞および DMEM後の培地を
回収し、ZSM-5/PDMS 複合膜による抽出実験を行った。GC-MS 分析から得られた化
合物のピーク面積を用いて各試料の比較を行った。肺がん細胞の A549 の平均ピー
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ク面積と肺正常細胞の OUS-11 との相対ピーク面積比率を計算し、Table 3.6に示した。
A549 と OUS-11 の間により変化が見られた化合物(差が 0.2 以上)を Table 3.7 に示し
た。相対濃度が増加した VOCs は、2-pentanone、3-hexanol、1-butanol、propylene 
glycol、1-hexanol-2-ethyl、2,3-butanediol、1,3-Butanediol、hexanoic acid-2-methyl、1-
tetradecanol、hexadecanoic acid、cyclohexane、carboxylic acidおよび docosanoic acid
であり、減少した VOCs は、 2-butanone-3-hydroxy、 cyclohexanone、 1-hexanol、
benzaldehyde、acetophenone、 acetic acid-3-methoxy-2-butyl ester、benzyl alcohol、
dimethyl sulfone、phenylethyl alcoholおよび phenolであった。 
過去の報告による、直接に肺がんのバイオマーカーとなるのは、2-pentanone、1-
hexanol-2-ethyl 、 2,3-butanediol 、 hexadecanoic acid 、 cyclohexane 、 2-butanone-3-
hydroxy、cyclohexanone、benzyl alcohol、phenylethyl alcoholおよび phenolの合計 10
成分となった。一方で、直接に肺がんマーカーではないものの、hexanoic acid-2-
methyl は、乳がん[43,44]、1-tetradecanol は、子宮頸癌[45]、cyclohexanecarboxylic 
acid は、胃癌 54、過敏性腸症候群[55]、docosanoic acid は、胃癌[49]、結核[54]、1-
hexanol は、メラノーマ（悪性腫瘍）[34]、acetophenone は、メラノーマ（悪性腫瘍）[34]、
腺癌[42]、dimethyl sulfoneは、メラノーマ（悪性腫瘍）[34]などのがんを始めとする疾患
の VOCバイオマーカーとして報告されている。 
更に、グループの被験者の尿中VOC（Table 3.5）と照らし合わせて、肺正常細
胞および肺がん細胞と健康なヒトの唾液の共通VOC成分は、ethanol、2-pentanone、
1-butanol、2-butanone-3-hydroxy、propylene glycol、benzaldehyde、2,3-butanediol、
dimethyl sulfoneおよびdocosanoic acidがあった。特に、肺がん細胞培養において増加
また減少（変化量が0.2以上の成分）を示したのは、2-pentanone、1-butanol、2-
butanone-3-hydroxy、propylene glycol, benzaldehyde、2,3-butanediol、dimethyl sulfone
およびdocosanoic acidであった。ヒト尿中からそれらの成分を分析することで、肺がんを
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検査・診断できる可能性があると考える。 
 
Table 3.6. List of the VOCs obtained from the culture medium of A549 and OUS-11 cell 
lines via ZSM-5/PDMS hybrid mini disk extraction. 
No. Compounds 
Retention 
Time, 
min 
Selevted 
ion,  
m/z 
aPAOUS-11/  
PADMEM 
bPAA549/ 
PADMEM 
cPAA549/ 
PAOUS-11 
dp-value 
(OUS-11/ 
A549) 
Variation 
(base on 
p-value) 
1 Ethanol 5:58 31 1.15 1.10 0.96 0.73  
2 2-Pentanone 6:21 43 0.73 0.89 1.22 0.18  
3 3-Hexanol 6:46 59 12.28 14.31 1.66 0.73  
4 2-Propanol, 1-methoxy 8:42 45 0.94 0.91 0.97 0.44  
5 1-Butanol 8:45 56 0.89 1.13 1.27 0.84  
6 3-Hexanol 9:24 59 0.97 0.87 0.9 0.89  
7 Octanal 10:40 43 1.17 0.96 0.82 0.35  
8 2-Butanone, 3-hydroxy 10:52 45 1.62 1.00 0.62 ‹ 0.0001 ↓ 
9 Cyclohexanone 10:57 55 1.14 0.69 0.61 0.022 ↓ 
10 Propylene glycol 11:10 45 0.63 0.99 1.57 0.29  
11 1-Hexanol 11:37 56 1.69 0.86 0.51 0.0016 ↓ 
12 Nonanal 12:12 57 1.69 1.39 0.82 0.16  
13 Cyclohexanol 12:26 57 1.092 0.93 0.85 0.0033 ↓ 
14 1-Hexanol, 2-ethyl 13:28 57 0.41 2.088 5.092 0.49  
15 Benzaldehyde 14:06 77 0.43 0.25 0.58 0.086  
16 2,3-Butanediol 14:48 45 1.086 1.47 1.35 0.86  
17 Acetophenone 15:50 105 1.048 0.60 0.57 0.022 ↓ 
18 
Acetic acid, 3-methoxy 
-2-butyl ester 
16:13 59 4.49 3.62 0.81 0.26  
19 1,3-Butanediol 16:36 45 1.31 1.59 1.21 0.70  
20 Benzenemethanol, a-methyl 17:31 79 1.57 1.76 1.12 0.95  
21 Benzyl alcohol 18:15 79 3.96 1.016 0.26 ‹ 0.0001 ↓ 
22 Dimethyl sulfone 18:32 79 1.28 0.96 0.75 ‹ 0.0001 ↓ 
23 Phenylethyl alcohol 18:40 91 7.14 1.057 0.15 ‹ 0.0001 ↓ 
24 1-Undecanol 19:09 69 0 0 0 0  
25 Phenol 19:34 94 1.30 0.78 0.6 ‹ 0.0001 ↓ 
26 Hexanoic acid, 2-methyl 19:48 74 0.81 0.99 1.22 0.90  
27 1-Tetradecanol 21:16 69 0.34 1.18 3.47 0.49  
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28 Hexadecanoic acid 21:48 74 0.98 1.23 1.26 0.35  
29 Cyclohexanecarboxylic acid 22:18 129 0.40 0.95 2.38 0.50  
30 Docosanoic acid 23:59 74 0.86 1.11 1.29 0.064  
※a: OUS-11 細胞 5 世代培養後に得られた各 VOCs の平均ピーク面積と同じ条件下で培養した
DMEM 培地中の同 VOC 成分のピーク面積との比率 
※b: A549 細胞 5 世代培養後に得られた各 VOCs の平均ピーク面積と同じ条件下で培養した OUS-
11 細胞培地（5 世代）中の同 VOC 成分のピーク面積との比率 
※c: A549 細胞 5 世代培養後に得られた各 VOCs の平均ピーク面積と同じ条件下で培養した
DMEM 培地中の同 VOC 成分のピーク面積との比率 
※d: p 検定は、OUS-11 細胞と A549 細胞間で行われた結果である。 
 
Table 3.7. List of the VOCs biomarkers obtained from the culture medium of A549 and 
OUS-11 cell lines via ZSM-5/PDMS hybrid mini disk extraction. 
compounds structural disease 
2-pentanone 
O
 
Lung cancer32,34 
3-hexanol 
OH  
 
propylene glycol 
HO
OH  
 
1-hexanol-2-ethyl 
OH
 
Lung cancer32,35,36,37 
2,3-butanediol 
OH
HO
 
Lung cancer40,41 
hexanoic acid-2-methyl 
O
OH
 
Breast cancer43,44 
1-tetradecanol OH  Cervical carcinoma45 
hexadecanoic acid 
O
OH  
Lung cancer47,48 
Gastric cancer49 
Breast cancer50 
cyclohexane 
 
Lung cancer42,51 
Tuberculosis52,53 
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cyclohexanecarboxylic 
acid 
OH
O  
Gastric cancer54 
Irritable bowel syndrome55 
docosanoic acid 
O
OH
 
Gastric cancer49 
Tuberculosis54 
2-butanone-3-hydroxy 
OH
O
 
Lung cancer32 
Melanoma34 
cyclohexanone O
 
Lung cancer32,35,36 
1-hexanol OH  
Melanoma34 
benzaldehyde 
O  
Liver cancer38 
Skin cancer39 
acetophenone 
O  
Melanoma34 
Adenocarcinoma42 
acetic acid-3-methoxy- 
2-butyl ester 
O
O
O  
 
benzyl alcohol 
OH  
Lung cancer46 
Melanoma34 
Skin cancer39 
dimethyl sulfone S
O
O  
Melanoma34 
phenylethyl alcohol 
OH
 
Lung cancer40 
melanoma34 
phenol OH
 
Lung cancer40,56 
Breast cancer43 
Melanoma34 
1-butanol OH  Lung cancer
57,58,59 
 
本研究で発見した肺がんの潜在的なVOCバイオマーカーは、既に多くの他の研究
報告によってがんなどの疾患のバイオマーカーとして報告された(Table 3.7)。Chen ら
は、1-butanol は、肺癌細胞の代謝産物であり、肺癌細胞の全ての培養培地に存在す
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ることが見出され、肺癌のマーカーとして見ることができる[57]。Schallschmidt らは、肺
がん患者 37名と健康なボランティア 23名の呼気分析を行い、肺癌患者の呼気には、
aldehydes、2-butanone および 1-butanol のような酸素化された VOCs の濃度が有意な
増加を示した[58]。Song らは、肺がん患者 43名の呼気分析から 68から 114の VOCs
を検出したが、健康なヒト呼気と比較したところ、1-butanol と 3-hydroxy-2-butanone は、
肺がん患者の呼気から多く検出され、肺がんのバイオマーカーであることを報告した [59]。1-
Butanolは、肺がんバイオマーカーの探索のための in vitro と in vivo実験の両方から肺がんバ
イオマーカーとして同定された。A549 細胞と OUS-11 細胞の共通成分のピーク面積の比
較を Figure 3.13に示した。すべての成分において、OUS-11よりがん細胞であるA549
はピーク面積が低いことがわかった。更に、PCA 解析によって OUS-11 と A549 細
胞の違いを説明された(Figure 3.14)。Hakim らは、がん細胞の in vitro 実験では
aldehyde 類、アルコール類、ketone 類、esters 類など化合物の減少を報告した
(Volatile Organic Compounds of Lung Cancer and Possible Biochemical Pathways)。肺
癌細胞の VOC 代謝には、増加成分と減少の両方が関与していることがわかる。 
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Figure 3.13. Peak area of VOCs obtained from the culture medium of A549 and OUS-
11 cell lines via ZSM-5/PDMS hybrid bottle film extraction. 
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Figure 3.14. PCA analysis of VOCs metabolic components of (a) A549 and OUS-11 cell 
lines and (b) A549, OUS-11 cell lines and DMEM via ZSM-5/PDMS composite thin film. 
 
細胞培養における VOC バイオマーカーの探索は、同じ部位の正常細胞とがん
細胞の比較が必要となる。肺がんに関しては、A549 細胞と OUS-11 細胞の足棒
培養における VOC 代謝の違いを探索するか、または、がん患者または健常者の
呼気中に含まれる VOCs の違いを探索するかの二つの手段がある。一方で、特
にがん細胞培養のような in vitro 研究では、研究室の実験条件に制限され、正常
細胞との比較ができないケースは少なくはない。そこで、同じ条件で培養した細
胞培養培地が比較対象になるとせざるを得なくなる。そこで、正常細胞の代わり
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に DMEM 培地ががん細胞の比較対象になり得るのかを検討する必要がある。例
えば、下に示したように、VOCs がバイオマーカーとなる条件を設定する。肺正
常細胞（OUS-11）の連続継代から得られた VOCs の平均ンピーク面積を PAous-11
にし、同様に肺がん細胞（A549）および DMEM 培地の平均ピーク面積をそれぞれ、
PAA549 と PADMEM に設定する。そこで、3 種類の試料間の比較を行い、PAous-11 と
PADMEMの比率を αに、PAA549と PADMEMの比率を βに定義する。仮に、PADMEMの値
を基準として、1 に定義すると、PAA549 が１より、つまり、PAA549 が PADMEM より大きく、
PADMEMが PAous-11よりも大きい場合は、それに当てはまる VOCsは、肺がん細胞培養
において排出された成分であると考えられる。逆に、PAous-11 が１より、つまり、PAous-11
が PADMEMより大きく、まつ、PAA549が PADMEMよりも小さい場合は、その VOCsは、肺
がん細胞培養において消費された成分であると考えられる。本研究で定義した基準で
肺がん細胞となり得る VOC バイオマーカーは、排出成分：1-butanol、1-hexanol-2-
ethyl、2,3-butanediol、1-tetradecanol、hexadecanoic acidおよび docosanoic acid（Table 
3.6 の赤文字）であり、消費成分：octanal、2-butanone--hydroxy、cyclohexanone、1-
hexanol、cyclohexanol、acetophenone、benzyl alcohol、dimethyl sulfone、phenylethyl 
alcoholおよび phenol（Table 3.6の青文字）であった。従って、本研究の ZSM-5/PDMS
複合膜による肺がん細胞培養からの VOC バイオマーカーの分析は、信頼性が高く、
比較用の正常細胞が欠ける研究にも適用できるといえる。 
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3.4 結論 
本研究では PDMS/ZSM-5複合膜に基づいた TFME と GC–MSの組み合わせによ
る唾液または尿中 VOC 成分の分析を試みた。健常者 8 名の唾液と 6 名の尿の分析
から、良好な日間再現性を示した 34 と 33 成分の VOCs がそれぞれ特定できた。
PDMSポリマーと多孔性の ZSM-5ゼオライトを複合した抽出膜は従来の SPMEファイ
バーと比べ、抽出容量(膜の面積やボリューム)や膜安定性に優れ、少ないサンプル量
に含まれた微量のVOCsを感度よく分析することができた。また、同一被験者から連続
して採取した生体試料の分析により、日常生活などの外的要因に大きく影響されない
VOCsの化学情報が抽出可能であった。唾液と尿中の VOCsは、アルコール、有機酸、
アルデヒド、ケトン、フェノール、エーテル、ヘテロ環化合物、有機硫黄化合物と多様で
ある。人によって唾液または尿中の官能基別の VOCs の割合が大きく異なることがわ
かった。更に、舌がん患者 5 名の 3 日間唾液試料の分析によって、健常者と比較して、 
Ethanol、2-pentanone、propanoic acid-2-hydroxy、ethanedioic acid、phenol、phenol-4-
methyl、2-piperidinoneおよび hexadecanoic acidは有意性を示した。また、がん患者と
健常者の唾液中 VOC の良好な日間再現性を示し、18 成分が増加または減少してい
ることが分かった。唾液分析を利用して、健常者からがん患者の識別が可能であった。 
また、ZSM-5/PDMS複合膜の抽出とGC-MS との組み合わせたVOC分析手法は、
肺の正常細胞と肺がん細胞における低分子代謝成分を高感度に分析できた。肺正常
細胞と肺がん細胞の間に有意に変化した成分（p-value が 0.0001 以下）は、2-
butanone-3-hydroxy、benzyl alcohol、dimethyl sulfone、phenylethyl alcohol、phenolの
5 成分となった。その中で環状化合物が 4 つであった。他に、p-value が 0.05 以下の
成分(有意性のある成分)は、cyclohexanone、1-hexanol、cyclohexanol、acetophenone
があった。グループの被験者の尿と肺がん細胞には、ethanol、2-pentanone、1-butanol、
2-butanone-3-hydroxy 、 propylene glycol 、 benzaldehyde 、 2,3-butanediol 、 dimethyl 
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sulfone および docosanoic acid が共通成分として同定された。そのため、ヒト尿中の
VOC 分析は、肺がんを検査・診断できる可能性があると考える。本研究の ZSM-
5/PDMS複合膜による肺がん細胞培養からの VOCバイオマーカーの分析は、信頼性
が高く、比較用の正常細胞がなくても適用できるといえる。 
本研究の分析手法は体内の代謝に深く関わる多くの VOCs の検出に有用であった。
将来的には患者の唾液または尿の分析を通して、高い疾患相関を示す新規バイオマ
ーカーの発見が期待できる。 
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第 4章 
生体 VOC と疾患相関の解明：ヒト子
宮頸がん細胞株（HeLa）培養にお
ける VOCバイオマーカーの探索 
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4.1緒言 
ゲノミクス、プロテオミクス、バイオインフォマティクス、そして近年話題と
なったメタボロミクスとメタボノミクスは、疾患の原因と遺伝的変動との相互
作用と相互関係を理解するのに役に立つ[1]。特に、近年では、尿およびプラズマ
などの体液中の小分子代謝物 (分子量が 1 kDa 以下)を様々な分光法を用いて分
析し、更に、定量化することができ、代謝表現型の情報を提供し、個別化医療や
公共医療に適用することができる[2]。最も有望なメタボロームアプローチの一
つは、VOCs の分析である。実は、VOCs と疾患の相互関係および VOCs による
疾患の早期発見は、すでにいくつかのレビュー論文によって解説されている[3-
6]。 
VOCs は、人間の呼気、血液、皮膚の発散、尿、汗、唾液などに含まれている
[7]。健常な人の呼気中は、874 種類の VOCs が存在し、人体から発する VOCs の
約半分を占める[7]。In vivo 研究における人体から発する VOCs のモニタリング
は、疾患の状況を理解するのに、非侵襲的、迅速かつ潜在的に安価な方法である。
例えば、呼気中の VOC 分析は、肺がん[8-10]と乳がん[11,12]の早期発見方法とし
て報告されている。Haick らは、177 人のボランティアの呼気を金ナノ粒子のナ
ノセンサーによって分析し、GCMS-SPME の結果を交えて比較を行った。結果と
して、ナノセンサーは、肺、乳房、結腸直腸および前立腺癌の検出に成功した 
[13]。更に、呼気分析の臨床的関連性を強化するために、Filipiak らは、腫瘍組織
と健常な組織またはがん患者の呼気と健常者の呼気の異なる供給源に属する
VOCs を GC-MS で分析し、ethanol と octane が肺癌のバイオマーカーである可能
性を見出した[10]。 
一方で、従来の腫瘍検査方法は、広範な検査が必要、高いコスト、腫瘍を見逃
す問題点がある。また、ほとんどの癌における特徴的な早期の臨床症状が欠如し
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ているために、現有の検査方法が確実に癌の早期発見できるとの保障がつかな
い。犬の嗅覚が癌の診断に役に立つ可能性が 1989 年に初めて報告された。2006
年に Mcculloch らは、二週間ほど飼い犬に肺癌及び乳癌患者の呼気を健常者の呼
気と区別する訓練を行い、肺癌に対する感度、特異性が共に 99%に、乳癌には感
度が 88%、特異性が 98%に達した[14]。Angle らは、ウイルス性下痢ウイルス感
染細胞の培養物中の VOCs で犬を訓練し、リアルタイムの下痢ウイルスの検知
に成功している[15]。しかし、犬は、癌ではなく、癌に関わる炎症、感染または
壊死に起因する臭気を検出する可能性もあると指摘されている。犬の訓練の煩
雑さでこの方法が疾患検査に適用しているとは言いがたい。最近、線虫は、人間
の尿の匂いを嗅ぎ分けて、がんを検出できると報告されたが、その匂い成分につ
いて明確に言及していない[16]。 
我々は、VOC ベースのバイオマーカーによる疾患診断および早期発見の際、
優れた VOCs の分析方法の開発あるいは臨床関連性の高い VOC バイオマーカー
の発見の両方を達成するために、先端的抽出材料、精密な分析機器、多様な VOC
供給源(in vivo と in vitro を含む)、高感度検知デバイスなど様々な研究分野の統
合が不可欠であることに気付いた。そこで、in vivo と in vitro 環境における VOCs
の代謝プロフィルを解明することがその第一歩になると考える。 
GC–MS は、メタボローム(VOCs)の解析方法として、比較的に安価で再現可能、
高い感度の利点を持っているが、試料準備に要する時間の長さが弱点である[2]。
その問題の克服対策として、固相マイクロ抽出法(SPME)は、抽出時間を短縮し、
VOCsの分析にこの方法を適用することが容易にする[17]。ヘッドスペース（Head 
Space, HS）法は、SPME の最も典型的な抽出手法である[18]。HS-SPME は、環
境、食品、産業、バイオなどの分野で利用され、VOC の分析にとって最も一般
的な手段である[19]。例えば、Lavra らは、乳がん細胞 in virto 実験の headspace
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から 13 種類の潜在的なバイオマーカー分子の同定ができた[11]。Hanai らは、
A549 細胞の培養液と腫瘍を有するマウス尿中の dimethyl succinate, 2-pentanone, 
phenol, 2-methylpyrazine, 2-hexanone, 2-butanone, acetophenone が共に増加している
ことがわかった[20]。Zhangらは、胃癌細胞(MGC-803)と胃粘膜細胞(GES-1)のGC-
MS-SPME 分析によって、3-octanone と butanone が胃がん細胞の代謝成分である
ことを報告した[21]。 しかし、SPME による VOCs の抽出は、まだいくつかの課
題が残っている。SPME による水溶液からの VOC 抽出は、揮発性または無極性
化合物が半揮発性または極性化合物より早く抽出される。また、抽出された
VOCs は、SPME 抽出ファイバーの限られた吸着材容積によって、吸着材に残留
する可能性が高い[22]。その他に、HS-SPME/GC-MS の問題点は、分析試料によ
って SPME による VOCs の吸着時間が長いこと[23]また要する試料の多さ(数百
mL レベル)[20,24]が挙げられる。 
近年、TFME は、抽出相の体積と表面積、熱・化学的安定性、高い気孔率など
の利点から、従来の SPME 法より高い VOC 抽出効果と感度を提供する。Reyes-
Gares らは、親水性–親油性にバランスの取れたポリアクリロニトリル系の抽出
薄膜を開発し、血液や尿中 VOCs の分析を行った[25]。Bessonneau らは、同様な
抽出方法を唾液中の VOC 分析に展開した[26]。両方とも TFME 薄膜の大きい表
面積の利点を利用して高感度の VOC 分析を可能にしている。Jiang らは、PDMS
のメンブレンサンドイッチ抽出膜を使用して、皮膚の揮発ガスの TFME-GCMS
分析を行い、臨床および法医学捜査分野での応用可能性を示した[27]。Kermani
らは、典型的な SPME の抽出材料である Carboxen/polydimethylsiloxane 
(CAR/PDMS)膜と polydimethylsiloxane/divinylbenzene(PDMS/DVB)膜をスピンコ
ーティングで作製し、水中の極性 VOCs の迅速かつ効率的な薄膜抽出を実現し
た。膜の厚さは、スピンコーティングによって容易に制御できた[28]。 
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本研究では、従来から固相抽出に多く用いられているジメチルポリシロキサ
ン(以下、PDMS)吸着マトリックスにゼオライトの一種である ZSM-5 をハイブリ
ッドした吸着デバイスの GC–MS 分析に基づき、HeLa 細胞培養に伴う VOC 代
謝成分の分析を試みた。本研究の特徴としては、HeLa 細胞を長周期に培養し、
新鮮な培養培地およびインキュベーターにて培養した培養培地との比較で細胞
代謝成分をプロファイリングし、代謝成分の世代間再現性を確認した。また、
ZSM-5 は、熱化学的安定性や熱伝導率などの優れた性質を有し、ガスと液体の
分離に使用される[29,30]。PDMS と ZSM-5 を複合化することによって両方の吸
着特性を最大に活用することができる。 
 
4.2実験項目 
4.2.1使用試薬 
ZSM-5 (SiO2/Al2O3 モル比 = 30, Lot: 110421)は、JGC Catalysts and Chemicals Ltd
から購入した。PDMS 溶液キット(Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit)を Dow 
Corning Ltd から購入した。ベース溶液(Sylgard 184A)と硬化剤溶液(184B)は 10:1
の比率で混合し、PDMS ポリマーを製造した。Methanol は、Wako Pure Chemical 
Industries, Ltd から入手した。実験に用いた化合物は全て分析等級であり、更に
精製することなく使用した。脱イオン純水(18.3 MΩ∙cm)はイオン交換および濾過
(ミリポア、direct QTM)に続いて逆浸透によって得た。 
 
4.2.2 ZSM-5/PDMS 薄膜の作製 
容量が 50 mL のガラスサンプル瓶を ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の支持体と
して使用した。PDMS モノマーに対して重量比が 20 wt%になるように ZSM-5 を
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加えて均一に混ぜ、1.0 g の混合試料をサンプル瓶の底に垂らし、室温で 3 日間
静置し、ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜を硬化させた。更に、ZSM-5/PDMS ハイ
ブリッド膜を 100 C の乾燥機の中で 1 時間熱処理を行った後、メタノールを振
とうさせながら 3 日間複合膜の洗浄を行った。同様に ZSM-5 を添加していない
PDMS 単体膜を作製して ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜との比較に用いた。 
 
4.2.3 HeLa細胞培養 
ヒト子宮頸癌細胞株 HeLa 細胞 (理研 CELLBANK RCB0007)は、RIKEN 
CELLBANK, japan から入手した。細胞培養培地は、高グルコース DMEM 培地 
(Dilbecco's modified Eagle medium, 4.5 g/L, 6.0 mL, Sigma-Aldrich Japan, Tokyo)を
使用した。具体的に、ウシ胎児血清(FCS, Biowest France Nuaillé) 10%, ペニシリ
ウム(100 U/mL)、ストレプトマイシン(100 mg/mL)、グルコース(PSG) 1%を混合
して使用した。HeLa 細胞を含む DMEM 培地から適量取り出し、DMEM 培地 6 
ml を含む直径が 10 cm のプラスチックシャーレへ 1×105 cells/dish となるように
HeLa 細胞を播種した。HeLa 細胞培養は、37℃で 95％の空気と 5％の CO2、96
時間ウォータージャケット型インキュベーター内で培養した。96 時間後、細胞
の継代を行った。初めに、PBS (pH 7.2 リン酸バッファー溶液)と Trypsin-EDTA 
(0.05% Tripsin-EDTA 100 mL, GIBCO-25300-054)を湯浴にて 37℃に温めた。滅菌
済み 10 mL ガラスピペットで、培地を取り除き、5 mL ガラスピペットで PBS
を 3 mL シャーレに加え軽く揺すり、細胞を洗浄した。これを 2 回行った後 PBS
を取り除き、Trypsin-EDTA を 1.0 mL 加え、シャーレをインキュベーター内に
5 分間戻し、細胞をシャーレ底面から剥ぎ取った。その後、シャーレ円状にピ
ペッティングを行い、細胞の塊をほぐした。DMEM 培地 1 mL を加え、良く馴
染ませた後、15 mL チューブへと移し 13 mL にメスアップした。それを 1000 
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rpm、3 分遠心分離機にかけて分離し、上澄み培地を取り除き、新たな DMEM
培地 2 mL を加えた。セルカウンタープレートを用いて、細胞数を計算し、1×105 
cells/dish となるように、培地 6 mL が入った新たなシャーレへ細胞を播種した。
このように、観察、培地交換、継代を繰り返して、細胞の管理を行った。96 時
間後に培地交換を行ったものを GC-MS 測定試料とした。また、培地交換の際
に、DMEM 培地のみを入れたシャーレをブランクとして同様にインキュベータ
ー内へ設置した。比較のために、HeLa 細胞なしの DMEM 培養を同じ培養手順
に従って 96 時間培養した。 
 
4.2.4サンプリングと分析 
HeLa細胞を96時間培養した後のDMEMの抽出は、マルチシェーカー(EYELA, 
FMS-1000, Tokyo Rikakikai, Co., Ltd).を用いてを 200 rpm で連続的に攪拌して行
われた。HeLa 細胞を含まない培養培地をインキュベーターから取り出した直後
の TFME 分析に使用した。各世代の HeLa 細胞は、5 mL の HeLa 細胞培養培地
を用いて三回繰り返してサンプリングを行った。抽出温度は、マルチシェーカー
内部温度(30oC)を採用した。DMEM 培地 5 mL を ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜
修飾サンプル瓶(膜総重量が 1.0 g、サンプル瓶サイズが 50 mL)に入れ、３時間振
動下で抽出を行った。抽出後、水溶液サンプルを捨て、水洗浄と窒素乾燥を行っ
た。更に、VOCs の脱離は、メタノール(100 L), 30 °C で 30 分間行った。最後
に、メタノールサンプルを 1.0 L 取り、GC に注入した。新鮮な DMEM 培地お
よび無細胞培養 DMEM 培地の抽出分析も同じ手順で行った。 
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Figure 4.1. GC-MS analysis of VOCs metabolic components of HeLa cells via ZSM-
5/PDMS composite thin film. 
 
4.2.5 GC–MS測定条件 
GC–MS 測定は、それぞれ、JMS-Q1000GC (JEOL, Japan)と Agilent 7890A のを
70 eV 電子イオン化（EI）モードで行った。GC-MS は JMS-Q1000GC(JEOL, Japan)
を用いた。カラムは DB-WAX(ポリエチレングリコールベースの高極性固定相、
内径 0.25 mm、吸着層厚み 0.5 μm、長さ 30 m)を用いた。GC 注入口の温度は 230ºC
でキャピラリーカラムの温度は 40 ºC で 3 分間、10 ºC/min で 230 ºC まで昇温し、
10 分間保持して測定した。キャリアガスは超高純度ヘリウムガス(純度 99.999%)
を 1 mL/min の速度で流した。測定は Splitless モードで行った。MS 設定につい
ては動作条件が電子衝突イオン化モードで 70 eV とした。イオン源および GC イ
ンタフェースの温度はそれぞれ 200 ºC および 230 ºC に設定した。データ解析は
フルスキャンモードで(m/z＝25~310)、スキャンタイム 0.3 秒で行った。同定は
National Institute of Standards and Technology (NIST)マススペクトルライブラリー
サーチ(JEOL version 1.5)ソフトウェアを用いた。 
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4.3結果と考察 
4.3.1 GC-MS分析による細胞培地中の VOCsの分析 
細胞の最大の代謝を決定するのに細胞の数は重要な因子である[31]。細胞数の
増加と共に代謝成分の濃度変化が顕著になることが予測できる。培養中の HeLa
細胞の実態顕微鏡写真に基づき、最初 1×105 cells/dish の細胞が 4 日間(約 96 時
間)培養し、細胞がコンフルエントに近いまで増殖し、細胞数の最大値が得られ
た(Figure 4.2)。HeLa 細胞の実態顕微鏡の撮影 l によって、培養シャーレから剥
離した HeLa 細胞の直径が約 20 m であることがわかった(Figure 4.3)。96 時間
培養後の HeLa 細胞の平均数が約 10×105 cells/dish に増加し、本研究における
HeLa 細胞の世代時間が約 27 時間であった。その結果は、Jacobson らによって報
告した結果(23 時間)に近い[32]。そして、96 時間の培養後に壊死細胞また培地の
懸濁が確認されていなくて、その時点に培地に存在する VOCs のすべてが生き
ている細胞に由来すると考えられる。以上のことから、本研究では、HeLa 細胞
の培養時間を 4 日間に決めた。 
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Figure 4.2. Real time images of HeLa cell in culture on dish. Brightness and contrast of 
the all images were corrected. 
 
 
 
Figure 4.3. Real time images of HeLa cell in culture on the dish (a), and peeled off from 
the dish in the glass plate for viewing by optical microscope (b), (c). Brightness and 
contrast of the all images were corrected. 
 
細胞培養の in vitro の研究は単独世代の細胞を培養して培地中の VOC 成分変
化を調べる事例が殆どである。なぜならば、長期間継代培養は以前の継代レベル
で同定された細胞株の元の機能的特性を変化させ、細胞の突然変異を引き起こ
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し、腫瘍の性質を反映していないためである[4,33]。Kwak らは、メラノーマ細胞
の VOC バイオマーカー研究で連続に三世代の細胞培養を行った[34]。そこで本
研究は、一ヶ月近くの時間をかけ、合計 9 世代の HeLa 細胞培養を行い、世代間
の HeLa 細胞の代謝に関わる VOC 分子情報を確認した。世代内と世代間の関係
性を明確にし、代謝成分の再現性を強調することを目指した。 
Table 4.1 に HeLa 細胞を培養した後の DMEM 培地を ZSM-5/PDMS 複合膜の
抽出を経て GC-MS 分析した結果である。HeLa 細胞の代謝に関わる VOC 成分を
調査するために、HeLa 細胞を培養した後の DMEM 培地、HeLa 細胞フリーの培
養した培地および冷蔵庫に保存した培養培地を ZSM-5/PDMS 複合膜によって抽
出し、GC-MS 分析を行い、比較に用いた。Figure 4.4 に、96 時間培養した後の
HeLa 細胞と DMEM 培地および冷蔵庫で保存した DMEM 培地のトータルイオン
クロマトグラム(TIC)である。上記の DMEM 培地は、同じ時期に作製したもので
ある。HeLa 細胞の世代間の変化は連続して HeLa 細胞を培養した培地(9 世代、
培養したサンプルの数は HeLa 細胞が三つ、HeLa 細胞フリーが一つである)を分
析することによって調査した。VOCs の同定は市販の標準試薬との比較をせずに、
(NIST) mass spectral library search on (JEOL version1.5) software によって類似度が
70 %以上のピークのみを行った。 
HeLa 細胞培養培地サンプルは合計 27 個であり、1 回当たりの細胞培養培地か
ら検出された VOC 成分数が約 40 であるが、世代間再現性が示した VOC 成分を
Table 4.1 に示した 32 成分となる。細胞培養培地、細胞フリー培が共通して検出
された VOC 成分のピーク面積を比較して HeLa 細胞培養後に減少した成分が
5(2-Pentanone、cyclohexanone、1-hexanol、benzaldehyde、acetophenone)であり、増
加した成分が 21、新たに検出できた成分が 5(3-hexanol、acetic acid-hydroxy-ethyl 
ester、2,3-butanediol、benzyl alcohol、phenylethyl alcohol)であり、変わっていない
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成分が 2 つ(1-Butanol-3-Methylthio)-propanal)であった。各 VOCs のピーク面積の
比較結果を Figure 4.5 に示した。更に、p 検定を行い、p-value が 0.05 以下であ
る有意な増加または減少傾向が見られた VOC 成分が acetic acid-hydroxy-ethyl 
ester、2-butanone-3-hydroxy、2-propanone-1-hydroxy、propanoic acid-2-hydroxy、
ethanedioic acid 、 2,5-hexanediol-2,5-dimethyl 、 benzaldehyde 、 2,3-butanediol 、
acetophenone 、 benzenemethanol-a-methyl 、 benzyl alcohol 、 dimethyl sulfone 、
phenylethyl alcohol および phenol の 14 成分であった。 
31 成分の中で、同時に培養した DMEM と比べ、顕著に増加、減少または新た
に生成したVOC成分が殆どであり、それらが細胞培養に起因すると考えられる。
P-value 検定を行うことで、有意に増加または減少した成分が 14 個であり、HeLa
細胞のバイオマーカーである可能性が高い。 
 
 
 
 
Figure 4.4. Comparison of VOCs chromatograms from the medium with cell cultured 
(No. 1), free medium (No. 2) and Methanol blank (No. 3). 
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Table 4.1. The variation of VOCs by the HeLa cell culture. 
 
+ : New released, ↑ : released, ↓ : consumed, = : unchanged compounds. 
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Figure 4.5. Peak area of VOCs that the p-value were less than 0.05 in HeLa cell culture. 
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4.3.2世代間での揮発性低分子代謝物の再現性 
細胞培養のような In vitroの研究では単独世代の細胞を培養して培地中のVOC
成分変化を調べる事例が殆どである。なぜならば、長期間継代培養は、以前の継
代レベルで同定された細胞株の元の機能的特性を変化させ、細胞の突然変異を
引き起こし、腫瘍の性質を反映していないためである[4,33]。 
本研究は、一ヶ月近くの時間をかけ、9 世代の HeLa 細胞の培養を行い、世代
間の HeLa 細胞の代謝に関わる VOC 分子情報を確認した。こうすることで、世
代内と世代間の関係性を明確にし、代謝成分の再現性を強調することが目指す。 
上記のように、9 世代の連続培養から得られた結果に基づいて、p-value が 0.05
以下で減少または増加傾向の顕著な 14 成分が HeLa 細胞の代謝に関係性を持つ
可能性が高いがわかる。更に、前世代に渡り、一定の再現性が示された成分が増
加成分 (Figure 4.6)の 2-butanone-3-hydroxy、 2,3-butanediol、 benzyl alcohol、
phenylethyl alcohol およびぞうか減少傾向(Figure 4.7)にある 5-hepten-2-one-6-
methyl、1-octen-3-ol、benzaldehyde、1-heptanol である。 
従来の in vitro 研究では、同世代の細胞に関係する代謝成分に着目し、世代間
の関係を重視していない。しかし、HeLa 細胞のようながん細胞の場合はその増
殖が非常に速く、比較的に時間をかけて細胞の増殖、世代の変化に伴う代謝成分
のモニタリングを行う必要があると考えられるが、そのような研究事例が少な
い。2-Butanone-3-hydroxy、2,3-butanediol、benzyl alcohol、phenylethyl alcohol が増
加傾向にあり(Figure 4.6)、5-hepten-2-one-6-methyl、1-octen-3-ol、benzaldehyde、
1-heptanol が減少傾向にある(Figure 4.7)。それらの成分が最も HeLa 細胞の増殖
に関わる VOC 分子である可能性が高い。2-Butanone-3-hydroxy は、肝細胞癌
(hepatocellular carcinoma (HCC)および肺癌のバイオマーカーとして報告された。
また、肺癌患者の呼気には、2-butanone-3-hydroxy 濃度が有意に高いと報告され
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た[35]。2,3-Butanediol は、潜在的に喉頭癌の化合物をマーカーである[36]。 
 
 
 
Figure 4.6. VOCs tended to increase which showed good intra-generational and inter-
generational reproducibility. 
 
 
 
Figure 4.7. VOCs tended to decrease which showed good intra-generational and inter-
generational reproducibility. 
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4.3.3 HaLa細胞培養における VOC代謝パターン 
主成分分析 Principal Component Analysis (PCA)を利用して、HeLa 細胞培養後、
細胞フリー、新 鮮な培地の三つのグループから検出された VOC 成分をグルー
プ分けして、データの全体の見通しを分かりやすくした。Hela 細胞培養培地は
第一主成分(PC1)と第二主成分(PC2)スコアの正値領域にあり、細胞フリー培地は
PC1 の-1 ~ 1 の間、PC2 の-3 ~ -5 の間に位置し、新鮮培地は PC1 の-7 ~ -4、PC2
の-1 ~ -3 にある。ここで、三種類のサンプルはそれぞれグループとして集まって
いることがわかり、持っている VOC 成分に共通性がある。更に、それぞれのロ
ーディングプロットを解析した。スコアプロット(Figure 4.8a)とローディングプ
ロット(Figure 4.8b)を合わせて、HeLa 細胞培地からはローディングプロットの
両方共に正に高い VOC 成分を多く検出されていることがわかる。例えば、2-
butanone-3-hydroxy、2,3-butanediol、benzyl alcohol、phenylethyl alcohol などがある。
一方で、5-hepten-2-one-6-methyl、1-octen-3-ol、benzaldehyde、1-heptanol などの減
少傾向にある VOC 成分は、ローディングプロット 2 の-0.4 ~ 0、ローディングプ
ロット 1 の 0 ~ 0.4 に位置し、単独 VOC 分子のピーク面積を比較した結果を一
致していることがわかる。こうすることで、HeLa 細胞の代謝に関係する VOC 成
分の信頼性を PCA 分析によっても明らかにできた。 
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(a) 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
            
                                     (b) 
 
Figure 4.8. Analysis of VOCs components involved in HeLa cell metabolism by PCA (a) 
Score plot, (b) loading plot. 
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検出された VOC 成分を官能基に基づいて ketone、alcohol、aromatic alcohol、
ether、ester、acid、aldehyde、sulfur-containing、aromatic aldehyde および phenol に
分類した(Figure 4.9)。インキュベーターに DMEM 培養を培養することで、ketone
類が 1.5、alcohol 類が 0.6、ether 類が 5、aromatic aldehyde 類が 2 倍増加し、acid
類が 4、aldehyd 類が 4.6、sulfur-containing 類が 9、phenol 類が 7.5 倍減少した。
Hela 細胞培養後の培地は ketone、alcohol、aromatic alcohol、ether、acid、aldehyde、
sulfur-containing、phenol 類がそれぞれ、2.5、1.2、5.3、2.65、4.4、1.3、1.3、1.4
倍増加し、aromatic aldehyde が 7.8 倍減少し、ester が新たに生成したことがわか
る。階層的クラスター分析による HeLa 細胞培養に関わる代謝 VOC 成分の解析
を行った。結果から、HeLa 細胞培養培地サンプルは近似し、集まっている。細
胞フリーおよび新鮮な培地はそれぞれ集まっているが、他のグループに属する
サンプルと混合していることがわかる。階層的クラスター分析はサンプルから
検出された VOC 成分に基づいて細胞が存在するか否かを判断することができ
た。 
VOC 成分のピーク面積は直接に HeLa 細胞の代謝と関係性を反映できるが、
全 4 サンプル、合計 1000 以上の VOC 化合物のピーク面積を主成分分析および
階層的クラスター解析を駆使することで、膨大なデータに基づき、サンプルのグ
ループ分けを行った(Figure 4.10)。主成分分析と階層的クラスター解析の両方は
HeLa 細胞培養、細胞フリー培地、新鮮な培地を三つのグループに分類すること
ができた。以上から、実験を行う人の主観的な観点と解析ソフトによる客観的な
視点の両方から HeLa 細胞代謝に関係する VOC 成分が存在することがいえる。
このように、サンプラーのグループ分けを通じて、がん細胞が存在しているかど
うかを判断できると考えられる。得られた VOC 情報をデータベース化し、出場
所が分からないサンプル中の VOC 成分結果をデータベースに追加することで、
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どこのグループに位置し、どのような状態であるかを評価できる。 
 
 
Figure 4.9. Classification of VOCs involved in HeLa cell culture. 
 
 
 
Figure 4.10. Analysis of VOCs involved in HeLa cell culture by hierarchical cluster 
analysis. 
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4.3.4細胞培養液中 VOC分析におけるゼオライト効果 
PDMS のみの膜は HeLa 細胞培養後の培地および細胞フリー培地を抽出し、
GC-MS 分析を行い、PDMS/ZSM-5 複合膜と比較した。Table 4.2 にその結果を示
す。連続 6 世代の HeLa 細胞培養後の培地からは世代内および世代間に良い再現
性が示したのが 9 成分である。 
PDMS のみの膜は同一条件で培養した HeLa 細胞培地から 9 成分しか検出され
ていなくて、PDMS/ZSM-5 複合膜の 31 成分より少なく、検出された VOC 成分
のピーク面積が小さいことがわかる。少量の培地に存在する微量な VOCs は、
PDMS に ZSM-5 抽出材料を複合することによって分析できるようになった。従
来の固相マイクロ抽出法が抽出材の小さい抽出容積、低揮発性 VOC 分子に対す
る不適用性の問題点があるが、PDMS/ZSM-5 複合膜の抽出は多様な VOC 分子の
抽出を可能にした。更に、SPME ファイバーの低再現性を克服するために、数ヶ
月前からに作製し、使用した PDMS/ZSM-5 複合膜と新しい PDMS/ZSM-5 複合膜
を用いて、標準試薬である 2-methyl-1-propanol(水溶液)の抽出実験から同等のピ
ーク面積を持つことから、PDMS/ZSM-5 複合膜が劣化していなく、水溶液中の
VOC 分子を有効に抽出できる。 
2,5-Hexanediol-2,5-dimethyl は PDMS 膜と PDMS/ZSM-5 複合膜が同じ程度のピ
ーク面積を示した。Acetophenone、2-butanone-3-hydroxy、benzaldehyde は PDMS
膜と比べ、PDMS/ZSM-5 複合膜の方がピーク面積が大きいことがわかる(Figure 
4.11)。PDMS のみ膜は抽出できる VOC 成分の種類とピーク面積が劣っている。 
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Table 4.2. VOCs analysis by the HeLa cell culture using PDMS film extraction. 
 
 
 
 
 
Figure 4.11. Comparison of the PDMS single film and the ZSM-5/PDMS hybrid film. 
 
従来の in vitro 研究では、同世代の細胞に関係する代謝成分に着目し、世代間
の関係を重視していない。しかし、HeLa 細胞のようながん細胞の場合はその増
殖が非常に速く、比較的に時間をかけて細胞の増殖、世代の変化に伴う代謝成分
のモニタリングを行う必要があると考えられるが、そのような研究事例が少な
い。2-Butanone-3-hydroxy、2,3-butanediol、benzyl alcohol、phenylethyl alcohol が増
加傾向にあり、5-hepten-2-one-6-methyl、1-octen-3-ol、benzaldehyde、1-heptanol が
減少傾向にある。それらの成分が最も HeLa 細胞の増殖に関わる VOC 分子であ
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る可能性が高い。 
 
4.3.5薬品の添加による細胞活動への影響 
パブロンゴールド A 微粒は、かぜの諸症状（せき、たん、のどの痛み、くしゃみ、鼻
みず、鼻づまり、悪寒、発熱、頭痛、関節の痛み、筋肉の痛み）の緩和薬品として知ら
れている。本研究は、HeLa 細胞培養にパブロンゴールドを投与し、がん細胞活動に
与える影響を調べた。パブロンゴールド A微粒の主成分は、一包中(0.97 g)にアセトア
ミノフェンが 300 mg、dl-メチルエフェドリン塩酸塩が 20 mg、グアイフェネシンが約 42 
mg、無水カフェインが 25 mg、ジヒドロコデインリン酸塩が 8 mg などが含まれている。
成分の詳細は、以下のホームページ（http://www.catalog-taisho.com/04525.php）から
情報を確認できる。主成分の情報（含有量、分子構造、分子量、CAS 番号）を Table. 
3.1.3 にまとめた。また、パブロン粉末を水に溶かし、ZSM-5/PDMS ハイブリッド薄膜の
抽出を経て、GC-MS測定した結果を Table. 3.1.3に示した。dl-メチルエフェドリン塩酸
塩、マレン酸カルビノキサキン、無水カフェインおよびアセトアミノフェンは、GC-MS に
よって同定可能であった。 
HeLa細胞が 1×105 cell/dish（6 mL）にパブロンの濃度が 1 ppmになるように、細胞
播種時に投与し、96 時間培養した。HeLa 細胞の世代間における再現性実験は、
HeLa 細胞の連続に 4 世代の培養を通じて確認された。Figure 4.12 に HeLa 細胞培
養実験の実態顕微鏡による撮影写真を示す。HeLa 細胞播種時に、パブロンに由来
すると思われる大きな個体が観察された（Figure 4.12a）。96 時間後に、再び HeLa 細
胞を確認したところ、HeLa細胞の増殖が確認された（Figure 4.12b）。 
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Table 4.3. Details of ingredients of pabron gold and results of ZSM-5/PDMS-TFME-
GC-MS analysis. 
 
 
 
 
Figure 4.12. Real time images of HeLa cell in culture with 1 ppm of pabron on dish (a) 
straight after HeLa cell seeding and (b) after 96 hours cultured.  
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Figure 4.13. Confirmation of number of HeLa cell culture under normal culture condition 
and pabron administration culture condition and inter-generational reproducibility. 
 
パブロンの投与による HeLa 細胞の VOC 代謝を確認する前に、HeLa 細胞数の
変化を確認した。Figure 4.13 に通常の条件で 96 時間培養した HeLa 細胞数をパ
ブロンの投与後に得られた HeLa 細胞数で割った値を示した。1 世代目から 4 世
代目に渡って、細胞数の比率が 1.055、1.46、1.62、1.95 であり、パブロン投与の
条件下で HeLa 細胞の継続的な培養は、HeLa 細胞数が継代する度に減少してい
たことがわかる。従って、HeLa 細胞培養にパブロンを投与することで HeLa が
ん細胞増殖とアポトーシスを引き起こしたと考えられる。 
Table 4.4 にパブロン投与後の HeLa 細胞の VOC 代謝の分析結果を示した。パ
ブロンの投与後に、1-penten-3-ol、1-butanol-3-methyl、methylephedrin が新たに検
出された。Methylephedrin は、パブロンゴールドの主成分である dl-メチルエフェ
ドリン塩酸塩に由来すると考えられる。しかし、その他の主成分であるマレン酸
カルビノキサキン、無水カフェインおよびアセトアミノフェンは、検出されなか
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った。その原因は、それらの成分の濃度が低くて ZSM-5/PDMS ハイブリッド薄
膜の抽出を経て、GC-MS の検出可能な量に達していないことや HeLa 細胞に消
費され、他の成分に変換されたことが考えられる。一方で、パブロンの投与によ
って、通常の培養条件で HeLa 細胞の代謝成分である 2-hexanol、2-propanol-1-
methoxy、1-butanol、acetic acid-hydroxy-ethyl ester、cyclohexanone、2-propanoic-1-
hydroxy、nonanal、2,5-hexanediol-2,5-dimethyl、1-octen-3-ol、propanal-3-(methylthio)、
1-octanol、2,3-butannediol、benzenemethanol-a-methyl、1-undecanol および docosanoic 
acid は、検出されなくなった。通常条件とパブロン投与条件で得られた各 VOC
成分の t 検定を行い、成分の有意差を確認し、その結果を Table 4.4 に示した。
有意差を示した VOCs（p-value が 0.05 以下）は、ethanedioic acid、cyclohexanol、
benzaldehyde、oxime-methoxy-phenyl、phenylethy-alcohol となった。 
注意すべきことは、前述のように、HeLa 細胞は、2-butanone-3-hydroxy、2,3-
butanediol、benzyl alcohol および phenylethyl alcohol を排出し、5-hepten-2-one-ethyl、
1-octen-3-ol、benzaldehyde および 1-heptanol を消費する。しかし、パブロンの投
与によって、2,3-butanediol が完全に検出されなくなり、benzyl alcohol が減少し
た。また、減少傾向を示した benzaldehyde と 1-heptanol は、逆に増加したことが
わかる。パブロンの投与は、通常の条件で培養した HeLa 細胞の VOC 代謝と異
なる VOC 代謝メカニズムを示した。それは、HeLa 細胞数の減少に由来すると
考えられるが、HeLa 細胞がパブロンの成分を内部にと取り込んで細胞の VOC
代謝に大きく変更したことが考えられる。各 VOC 成分のピーク面積の比較結果
は、Figure 4.14 に示した。赤いプロットは、パブロン投与後の HeLa 細胞の VOC
ピーク面積であり、緑のプロットは、薬品投与をしていない HeLa 細胞培養の結
果である。更に、Figure 4.15 に得られたパブロンの投与で培養した HeLa 細胞、
投与していない HeLa 細胞培養、冷蔵庫で保管していた DMEM および 96 時間培
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養した DMEM 培地の 4 つの試料から得られた結果の PCA 分析結果を示した。
異なる試料団の区別ができ、客観的にパブロン投与による HeLa 細胞の細胞増殖
抑制、アポトーシスまたは VOC 代謝に関与したことを証明した。 
 
Table 4.4. The variation of VOCs metabolism of HeLa cells by administration of pabron. 
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Figure 4.14. Comparison of peak area of VOCs detected from HeLa cell culture under 
normal and pabron administration conditions. 
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    (b) 
 
Figure 4.15. Analysis of VOCs components involved in HeLa cell metabolism by PCA 
(a) cultivation results under different conditions and (b) comparison of two cell cultures 
samples and two DMEM medium control. 
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4.4結論 
本章では、ZSM-5/PDMS ハイブリッド薄膜の抽出を介した HeLa 細胞培養に関
わる VOC 情報を GC-MS の同定によって解明した。ZSM-5/PDMS ハイブリッド
薄膜は、大きな抽出容積、高い安定性、高感度などの利点を持つため、高感度に
HeLa 細胞培養培地に存在する微量な VOCs の抽出を可能にした。9 世代分の
HeLa 細胞培養培地、細胞フリー培地および新鮮な DMEM 培地の VOC 代謝を比
較することで、有意に増加または減少傾向を示した VOC 成分が存在した。2-
Butanone-3-hydroxy、2,3-butanediol、benzyl alcohol および phenylethyl alcohol は、
増加傾向を示し、5-hepten-2-one-6-methyl、1-octen-3-ol、benzaldehyde および 1-
heptanol は、減少傾向を示した。以上の 8 成分は、良好な世代内、世代間の再現
性を示した。主成分分析および階層的クラスター解析を駆使することで、それら
の VOC 成分が HeLa 細胞のバイオマーカーであることを裏付けた。本研究の
ZSM-5/PDMS ハイブリッド薄膜と GC-MS 分析の併用手法は、高感度な VOC 分
析を実現しただけではなく in vitro 研究の細胞培養に関係する VOC 分子情報を
明確化した。また、HeLa 細胞培養に市販風邪薬であるパブロンゴールドを 1 ppm
程度投与し、培養実験を行った。パブロンの投与は、HeLa 細胞数が通常条件で
同時培養した HeLa 細胞数の平均的に 0.66 倍に減少した。パブロンの投与は、
HeLa 細胞増殖とアポトーシスを誘導したと考えられる。更に、パブロンの投与
後には、2,3-butanediol が完全に検出されなくなり、benzyl alcohol の検出量が減
少した。減少傾向を示した benzaldehyde と 1-heptanol は、それぞれ増加した。パ
ブロンは、HeLa 細胞の増殖を抑制し、その結果、HeLa 細胞の VOC 代謝を大き
く変更したことがわかる。 
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第 5章 
生体 VOC と疾患相関の解明：ヒト肝
癌細胞株(HepG2)における揮発性
低分子バイオマーカーの探索 
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第 1節 
HepG2における揮発性低分子バイオマーカーの探索 
 
5.1.1緒言 
肝臓は、代謝、解毒および排泄の 3 つの働きがあり、人体において極めて重要
な臓器である。人間の胃袋で消化された食べ物が小腸に吸収され、タンパク質が
アミノ酸に、糖質がブドウ糖に、脂質が脂肪酸に変換される。次に、それらの物
質は、血液に乗り、肝臓に運ばれ、肝臓で栄養物質に変化されて人体に提供され
る。解毒は、有害な薬剤やアルコールを無害な物質に変えることである。肝臓に
よる排泄は、肝臓で人体にとって不要な物質を胆汁に変換し、それを分泌し、排
泄物として排出する。一方で、肝臓がんは、初期症状が不明確で転移が早いため、
患者が肝臓がんに気づく時に既に後期になっている例が多い。肝臓がんを治療
しない場合は、患者が半年以内に亡くなり、5 年間での生存率が 5%以下である。
その原因は、肝臓がんの早期発見が他のがん細胞と比較して困難であることに
なる。肝臓がんは、5 cm 程のがん組織に成長したとしても判断可能な初期症状
が乏しい。また、5 cm 以上の肝臓がん組織を治療することも困難である。最初
の肝臓がん細胞の出現から 5 cm ほどのがん組織に成長するのに約 10 か月がか
かる。更に、肝臓がんの増殖が進んで、肝臓の葉の一個分に拡散するまでに約 9
か月かかるといわれている。無症候性のサブ臨床開発から若干の肝癌の早期臨
床徴候が発見されるまで、約 3~6 か月かかる。そのため、肝臓がんの早期発見が
極めて困難でありながら、極めて重要なことである。 
肝臓がんの原因は、主に B 型肝炎ウイルス感染、アフラトキシン汚染、食品
に含むニトロソアミン、長期的なアルコール乱用、発癌物質への長期暴露、いく
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つかの前癌病変、遺伝的要因などがある。初期症状は、尿の色が濃い、むくみ（体
がむくむ）、腹水（お腹に体液がたまる）、疲れやすい・体がだるい（倦怠感）、
食欲がない（食欲不振）、黄疸、白目や肌が黄色くなる、発熱、便通異常（便秘・
下痢）および貧血などが挙げられる。肝臓がんの治療方法は、手術治療（肝臓の
切除）、移植手術、エタノール注入法、マイクロ波凝固療法、ラジオ波、塞栓療
法などがある。 
 
Figure 5.1.1. Schematic diagram of human liver. 
 
肝細胞癌は、世界中で 5 番目の一般的な癌であり、遺伝的突然変異およびウ
イルス感染などの様々な臨床病理学的特徴と関連している。したがって、肝細胞
癌の診断および治療のための新しい推定マーカーの同定研究を行う研究例が数
多く存在する。肝臓由来の分化細胞株のヒト HepG2 細胞は、ウイルス感染がな
いため、肝細胞癌モデルとして使用される純粋な細胞株である[1]。また、HepG2
細胞は、よく分化した形質転換細胞株であり、信頼性の高いモデルかつ培養が容
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易などの利点を持つために、生化学的および栄養学的研究に広く使用される
[2,3,4]。HepG2 細胞は、最初は 15 歳の白人男性の肝生検から単離された[5]。そ
そして、HepG2 細胞は、がん細胞バイオマーカーの研究のためのモデルとして
使用されている[6-10]。 
本章では、HepG2細胞培養を通じて、新たな分析技術を用いてVOCs分子情報
を解明する。従来の研究では、がん患者から呼気の濃縮、SPMEファイバーによ
る体液（尿液や唾液）のHSガスを用いた分析方法が広く用いられた[11]。また、
肺がん細胞の培養を行い、HS法で細胞から排出された2,3,5-トリメチルヘキサン、
2,4-ジメチルヘプタンが肺がんと高い相関を示すことが明らであった[12]。HS―
SPMEファイバー法は、サンプリング時間の短縮、コストの削減、有機溶媒フリ
ー、良い再現性などの利点からもっと広く用いられてきたが、揮発しにくい成分
に不適合であること、不純物による不可逆的な吸着、GC注入口における熱脱離
による吸着剤の劣化などが問題点として挙げられている。 
このような問題を克服するために、本研究では、肝臓モデルに代替できる
HepG2がん細胞を利用し、細胞培養の培地から代謝されたVOCsをゼオライトの
ZSM-5とPDMSの複合薄膜を用いて抽出し、GC-MS分析を行った。新たな優れた
バイオマーカーの発見に繋がると期待する。 
 
5.1.2実験項目 
5.1.2.1使用試薬 
ZSM-5 (SiO2/Al2O3 モル比 = 30, Lot: 110421)は、JGC Catalysts and Chemicals Ltd
から購入した。PDMS 溶液キット(Sylgard 184 Silicone Elastomer Kit)を Dow 
Corning Ltd から購入した。ベース溶液(Sylgard 184A)と硬化剤溶液(184B)は 10:1
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の比率で混合し、PDMS ポリマーを製造した。Methano は、Wako Pure Chemical 
Industries, Ltd から入手した実験に用いた化合物は全て分析等級であり、更に精
製することなく使用した。脱イオン純水(18.3 MΩ∙cm)はイオン交換および濾過
(ミリポア、direct QTM)に続いて逆浸透によって得た。 
 
5.1.2.2 ZSM-5/PDMS薄膜の作製 
容量が 50 mL のガラスサンプル瓶を ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜の支持体と
して使用した。PDMS モノマーに対して重量比が 10 および 20 wt%になるように
ZSM-5 を加えて均一に混ぜ、1.0 g の混合試料をサンプル瓶の底に垂らし、室温
で 3 日間静置し、ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜を硬化させた。更に、ZSM-5/PDMS
ハイブリッド膜を 100 C の乾燥機の中で 1 時間熱処理を行った後、メタノール
を振とうさせながら 3 日間複合膜の洗浄を行った。同様に ZSM-5 を添加してい
ない PDMS 単体膜を作製して ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜との比較に用いた。 
 
5.1.2.3 HepG2細胞培養 
ヒト肝臓癌由来細胞株HepG2細胞は、理研CELLBANK(TKG0205)から入手した。
初代目の HepG2 細胞培養は、液体窒素からコニカルバイアル細胞を出し、凍結細胞
の解凍から始めた。具体的な操作は以下の通りである。  
1. コニカルバイアル細胞を液体窒素から出して湯浴に入れて解凍した。  
2. 解凍した細胞を消毒済のクリーンベンチに移した。  
3. 15 mLのプラスチック遠心管にDMEM培地を12 mL程度に入れた。 
4. ピペッターでコニカルバイアル内の細胞をゆっくりピペッティングして全てプラスチ
ック遠心管に移した。  
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5. 少しピペッティングし、プラスチック遠心管を遠心分離器で1000 rpm、3分間遠心分
離を行った。  
6. 遠心分離後、プラスチック遠心管をクリーンベンチに移し、上澄み液をできるだけ
取り除いて新しい培地を加え、ピペッティングをした。  
7. 細胞培養専用のディッシュに6 mL入れ、細胞の混ざった培地をディッシュに播種
した。  
8. 蓋をして、床に置いたままでディッシュを少し揺らしてインキュベーターに入れた。  
 
以上の手順で冷凍したHepG2細胞を解凍してから、一定の時間培養し、細胞がディ
ッシュを充満する前に細胞の継代を行った。以下の手順で細胞培養を行う。初代目の
解凍した細胞の培地を廃棄する以外、二代目からの細胞培養の培地をプラスチック遠
心管に回収し、GC-MS分析を行う。 
 
1. 消毒済みのクリーンベンチに培養中のディッシュを入れ、培地を15 mLプラスチック
遠心管に移してGC-MS分析の準備をしておいた。  
2. 温めたPBS 1 mLをディッシュに入れ、ディッシュを洗浄して取り除き、二回繰り返し
た。  
3. マイクロピペッターを用いて温めたトリプシンをピペッティングし、ディッシュに0.6 
mL加え、インキュベーター内で約3分間放置して細胞をディッシュから剥がした。  
4. 3分後、ディッシュをクリーンベンチに戻し、冷たいDMEM培地を1 mLディッシュに
加え、トリプシンの活性を止め、マイクロピペッターを用いてディッシュにトリプシン
を掛け流し、細胞をディッシュから剥離させた。  
5. マイクロピペッターで、ピペッティングしたり、ディッシュに液を掛け流したりして細胞
を分散させながらディッシュの中の液を全て15 mL遠心管内に入れた。  
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6. 遠心管内の液の全量が13 mLになるように培地を加えた。  
7. 遠心分離機を用いて1000 rpm、3分間で遠心分離した。  
8. 遠心後、ピペット管で上澄み液をできる限り取り除いた。  
9. ピペット管で培地を適量加えてマイクロピペッターでよくピペティングし、エッペンド
ルチューブに少量移し、クリーンベンチ内から取り出してセルカウントプレートでセ
ルカウントを行った。  
10. セルカウントの結果より、5x105個毎ディッシュとなるように計算し、新しいディッシュ
に播種し、ディッシュ内の液総量が6 mLとなるように調製したDMEM培地を加えた。  
11. ディッシュを揺らし、細胞が均一になるよう広げてインキュベーター内に入れた。  
以上のように細胞培養と  
継代を5世代連続に行った。各世代の細胞培養は、3つのディッシュ分の細胞を培
養し、同時に細胞なしの3つのディッシュに6 mLのDMEM培地を入れ、培養した。細
胞なしのDMEM培地と細胞含有のDMEM培地は、同様な条件でインキュベーターの
中72時間の培養を行った。 ここで、人間の内環境を模擬してインキュベーターの条件
設定は、1大気圧で二酸化炭素の濃度を5%に設定し、温度は37℃に設定した。 
 
5.1.2.4細胞の計数 
細胞継代の手順⑨に一定量のDMEM培地を入れ、HepG2細胞を希釈してから
少量の液をエッペンドルチューブに移し、細胞の計数を行った。ここで、細胞数
の計算には、ビルケルチュルク（Burker-Turk）血球計算盤を用いた。この計数盤
の本体中央のステージには細胞注入部が2箇所あり、それぞれに細胞計数部があ
る。細胞計数部の左上、右上、左下、右下の四つのコーナーの正方形を細胞計数
室として使う。各細胞計数室の正方形の辺の長さは1.0 mmであり、細胞計数部で
の本体とバープレートの間は、0.1 mmの隙間があるため、各細胞計数室の容積は
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10-4 mLとなる[24]。具体的な手順は以下の通りである 
1. 血球計数盤を水で洗ってからキムワイプで水気を除いて清潔にした。  
2. 血球計数盤にカバーガラスを載せ、指ですり合わせるようにしながら、カバ
ーガラスを割らない程度に軽く力を入れて密着させた。  
3. 細胞混合液をよくピペッティングして細胞が均一になるようにし、カバーガ
ラスと計数盤の密着した隙間部分に混合液を約10 uL注入し、光学顕微鏡で計
測した。  
4. 1 mm×1 mm 区画内の全細胞数をコントロールし、大体1区画内の細胞数が
100個以内に調節した。  
以上の手順で各サンプルの細胞数は3区画数え、その平均数を取った。なお、
各細胞計数室の容積は10-4 mLとなるため、サンプルの総細胞数はHepG2細胞希
釈用のDMEM培地の量で計算した。各世代の3サンプルの平均細胞数を取り、細
胞数を見積もった。  
 
5.1.2.5試料のサンプリング 
細胞継代の手順①で回収した細胞培養済みDMEM培地を15 mLのプラスチッ
ク遠心管に移し、クリーンベンチから取り出し、氷の中に保存した。イオン交換
水を用いてZSM-5/PDMSハイブリッド膜サンプル瓶を洗浄し、窒素で十分乾燥さ
せた後、ピペッターを用いてプラスチック遠心管からDMEM培地5 mLを乾燥し
たサンプル瓶に入れた。蓋をしてシェーカー（200 rpm/min）に入れ、3時間抽出
を行った。3時間振とうした後、サンプル瓶の中のDMEM培地を捨て、イオン交
換水で軽く洗浄し、窒素乾燥を行った。十分乾燥させたサンプル瓶に100 μLのメ
タノールを入れてVOCsの脱離操作を行った。その後、メタノール抽出液を1 μL
取り、GC-MS分析を行った。 
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5.1.2.6 GC–MS測定条件 
GC–MS 測定は、それぞれ、JMS-Q1000GC (JEOL, Japan)と Agilent 7890A のを
70 eV 電子イオン化（EI）モードで行った。GC-MS は JMS-Q1000GC(JEOL, Japan)
を用いた。カラムは DB-WAX(ポリエチレングリコールベースの高極性固定相、
内径 0.25 mm、吸着層厚み 0.5 μm、長さ 30 m)を用いた。GC 注入口の温度は 230ºC
でキャピラリーカラムの温度は 40 ºC で 3 分間、10 ºC/min で 230 ºC まで昇温し、
10 分間保持して測定した。キャリアガスは超高純度ヘリウムガス(純度 99.999%)
を 1 mL/min の速度で流した。測定は Splitless モードで行った。MS 設定につい
ては動作条件が電子衝突イオン化モードで 70 eV とした。イオン源および GC イ
ンタフェースの温度はそれぞれ 200 ºC および 230 ºC に設定した。データ解析は
フルスキャンモードで(m/z＝25~310)、スキャンタイム 0.3 秒で行った。同定は
National Institute of Standards and Technology (NIST)マススペクトルライブラリー
サーチ(JEOL version 1.5)ソフトウェアを用いた。 
 
5.1.3結果および考察 
5.1.3.1 HepG2細胞培養における揮発性低分子代謝物分析の結果 
各世代のHepG2細胞培養駅からのVOC分析実験において、細胞ありのDMEM
培地 3 サンプルと細胞なしの DMEM 培地（細胞ありの DMEM 培地と同じ条件
下で静置）3 サンプル合わせて 6 回の GC-MS 分析を行った。各サンプルの GC-
MS 分析結果から検出された VOCs の中で、世代間再現性を示した VOCs の各成
分の増加および減少する傾向を調査した。その結果を Table 4.1.1 に示す。Ethanol、
2-pentanone、3-hexanol、3-penten-2-one-4-methyl、1-butanol、3-hexanol、2-butanone-
3-hydroxy、cyclohexanone、1-hexanol-2-ethyl、benzaldehyde、1,3-dioxan-5-ol-4,4,5-
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trimethyl、enzyl alcohol、1-undecanol、phenol および hexadecanoic acid の 17 成分
は、培養したすべての HepG2 細胞培養培地から検出された。同じ条件で培養し
た HepG2 細胞ふりーな DMEM 培養の分析結果と比較して、二つの集団の各
VOCs 成分のピーク面積比較を介して、t 検定を行い、その結果を Table 4.1.1 に
示した。分析に用いたサンプルは、全て同様な条件下でサンプリングを行ったた
め、母集団が正規分布に従うと仮定し、パラメトリック t 検定を用いることがで
き、各化合物の p-value を算出した。Table 4.1.1 から、17 種類化合物の内、増加
する傾向が見られたのは、1-butanol、2-butanone-3-hydroxy、 cyclohexanol、
benzaldehyde、benzyl alcohol の 5 成分である。減少する傾向が見られたのは、2-
pentanone、cyclohexanone、1-hexanol-2-ethyl、1,3-dioxan-5-ol-4,4,5-trimethyl、1-
undecanol、phenol の 6 成分である。パラメトリック t 検定を行った結果として、
増加および減少傾向を示す p-value が 0.05 以下の化合物は、増加傾向の 4 種類
(1-butanol、cyclohexanol、benzaldehyde、benzyl alcohol)と、減少傾向の 4 種類
(cyclohexanone、1,3-dioxan-5-ol, 4,4,5-trimethyl、1-undecanol、phenol)である。ここ
で、0.05 以下の p-value は、データに統計学的有意差や信頼性があることを意味
する。 
HepG2 細胞培養後の DMEM 培地から検出した VOCs の各ピーク面積の比較
を行い、5 世代分の DMEM 培地中の 17 種類化合物のピーク面積をボックスプ
ロットで示している。p-value が 0.05 以下で有意差が見られた VOCs のピーク比
較結果を Figure 4-1-2 に示した。その他の VOC 成分のピーク面積の比較結果を
Figure 4-1-3 に示した。以上の結果から分かるように、それぞれの化合物におい
て増加または減少の傾向が見られた。 
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Table 5.1.1. The variation of VOCs by the HepG2 cell culture. 
No. Compounds 
Retention time, 
min 
Selected  
ion, 
m/z 
↑ (released)  
or ↓ 
(consumed) 
p-Value 
1 Ethanol 6:01 31 ― 0.5 
2 2-Pentanone 6:25 43 ↓ 0.1 
3 3-Hexanol 6:50 59 ― 0.3 
4 3-Penten-2-one, 4-methyl 8:29 83 ― 0.1 
5 1-Butanol 8:51 56 ↑ < 0.0001 
6 3-Hexanol 9:29 59 ― 0.7 
7 2-Butanone, 3-hydroxy 10:55 45 ↑ 0.1 
8 Cyclohexanone 11:05 55 ↓ < 0.0001 
9 Nonanal 12:19 57 ― 0.2 
10 Cyclohexanol 12:32 57 ↑ < 0.0001 
11 1-Hexanol, 2-ethyl 13:34 57 ↓ 0.1 
12 Benzaldehyde 14:14 77 ↑ < 0.0001 
13 1,3-Dioxan-5-ol, 4,4,5-trimethyl 16:18 59 ↓ 0.02 
14 Benzyl alcohol 18:20 79 ↑ < 0.0001 
15 1-Undecanol 19:14 55 ↓ 0.005 
16 Phenol 19:41 94 ↓ 0.004 
17 Hexadecanoic acid 22:00 74 ― 0.3 
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Figure 5.1.2. Peak area of VOCs that the p-value were less than 0.05 in HepG2 cell 
culture. 
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Figure 5.1.3. Peak area of VOCs detected in HepG2 cell culture. 
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5.1.3.2揮発性低分子代謝物の世代間変化の確認 
p-value0.05 が以下の化合物の再現性を調べるために、5 世代を継代しながら行
った分析結果を Figure 4-1-4 に示す。相対ピーク面積の有意な増加を示した 1-
butanol、cyclohexanol、benzaldehyde および benzyl alcohol は、減少傾向を示した。 
Cyclohexanone、1,3-dioxan-5-ol, 4,4,5-trimethyl、1-undecanol および phenol の世代
間変化を示し、1,3-dioxan-5-ol, 4,4,5-trimethyl の 5 世代目を除いて、他の成分は、
5 世代に渡って良好な世代間 VOCs 代謝パターンを示した。 
 
 
 
Figure 5.1.4. Peak area of 8 VOCs which showed significant increase or decrease. 
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5.1.3.3 PCAおよび HCA解析 
Table 5.1.1にまとめた合計17成分のピーク面積を用いてHepG2細胞含有と細胞フリ
ーのサンプルのPCAおよびHCA解析を行った。Figure 5.1.5のPCAグラフとFigure 
5.1.6のHCAグラフに示したように細胞ありと細胞なしのDMEM培地が明確に分かれ、
これらのVOCsは、HepG2細胞の増殖に関係することが分かった。PCAおよびHCA解
析は、客観的に検出したVOCバイオマーカーの信頼性を裏付けるデータとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (a) (b) 
 
Figure 5.1.5. Analysis of VOCs components involved in HepG2 cell metabolism by PCA 
(a) score plot and (b) loading plot. 
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Figure 5.1.6. Analysis of VOCs involved in HeLa cell culture by hierarchical cluster 
analysis. 
 
5.1.4結論 
以上の結果より、1-butanol、cyclohexanol、benzaldehyde、benzyl alcohol の 4 種
類化合物は、5 世代の HepG2 細胞培養後、再現性よく増加傾向を示し、
cyclohexanone、1,3-dioxan-5-ol-4,4,5-trimethyl、1-undecanol、phenol の 4 種類化合
物は、再現性よく減少傾向を示した。従って、増加傾向の 4種類の化合物はHepG2
細胞の増殖とともに生成される代謝物であり、減少傾向の 4種類化合物はHepG2
細胞の成長過程において消費されるものと考えられる。HepG2 細胞培養後に得
られた VOC 分子情報に基づいて、主成分分析を行ったところ、HepG2 細胞あり
と細胞なしの培地が明らかに区別できた。従って、これらの化合物は、HepG2 が
ん細胞のバイオマーカーである可能性が高いと考えられる。HepG2 細胞と Hela
細胞は、同じ細胞フリーな培養した DMEM 培地と比較したにも関わらず、異な
る VOC パターンを示した。したがって、本研究手法は、がん細胞培養における
VOC 代謝の分析に適用していると考えられる。 
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第 2節 
HepG2 細胞培養から同定された揮発性バイオマーカー
の HepG2細胞の代謝への影響 
 
5.2.1緒言 
従来の研究では、細胞への薬品投与実験は、主に細胞のアポトーシスを誘発さ
せる抗がん剤の研究に焦点が絞られている。例えば、抗がん剤の投与によって細
胞活動が抑制され、それらの抗がん剤が細胞に与える影響を調べる研究である
[1]。しかし、細胞自身が生産した代謝物や消費した栄養物、特に代謝に関係する
VOCsに基づいた細胞活動への影響を調査する研究はこれまで行われていない。 
本研究においてHepG2細胞培養実験でHepG2がん細胞から8種類の揮発性がん
バイオマーカーが特定された。それらの化合物の中で、増加傾向の化合物は、
HepG2細胞が排出した代謝物であり、減少傾向にある化合物は、HepG2細胞が消
費した栄養分であると考えられる。これらの化合物は、HepG2細胞にどのような
影響を与えるのかを調べることでバイオマーカーとしての効果が検証できると
考えられる。HepG2細胞培養に有意差が見られたVOC分子をHepG2細胞培養に添
加し、それによる細胞生存率の変化とVOC代謝パターンの変化を調査した。
VOCsの投与実験は、液状のVOCsの投与とVOC蒸気の暴露の両方を行い、投与経
路効果の比較実験を行った。本研究で発見した潜在的なVOCsバイオマーカーの
有用性を実証した。また、従来肝臓がんの抗がん剤として知られているgambogic 
acid(GA)酸を投与し、HepG2細胞のVOCs代謝変化を確認した。Gambogic acid(GA) 
誘発細胞死の決定のための新しいバイオマーカーを発見するためにVOCsを分
析した。Pyoらは、ヒト肺がん細胞培養にシスプラチン抗がん剤を添加したとこ
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ろ、nonanal、1,3-bis(1,1-dimethylethyl)-benzeneおよび2,6- bis(1,1-dimethylethyl)-2,5-
cyclohexadiene-1,4-dioneは、ヒト肺がん細胞のアポトーシスのVOCバイオマーカ
ーとして使用することができる[2]。3つの化合物の濃度は、アポトーシスおよび
アポトーシス細胞間の相関係数に比例して増大した。一方、decaneは、壊死率の
増加に伴って変化するアポトーシスとは無関係であり、壊死期に帰属する可能
性がある。 
 
5.2.2実験操作 
5.2.2.1液相 VOCバイオマーカーの投与 
今回の実験では、各世代は6サンプルがあり、細胞なしのDMEM培地サンプル
一つ、添加なしの細胞培養サンプル一つ、薬品添加濃度がそれぞれ50 ppb、100 
ppb、500 ppb、1000 ppbの細胞培養サンプル4つである。また、今回の実験に播種
した細胞数は3 × 105となった。実験操作は、以下のように実施した。 
 
1. 消毒済のクリーンベンチに細胞ディシュを入れ、ピペッターで培地を取り
除いて15 プラスチック遠心管に入れた。  
2. 各サンプルの細胞の洗浄、細胞剥離、細胞計数をそれぞれ行った。  
3. 予備用の細胞ディッシュと無添加の細胞サンプルを播種用細胞とし、5個
のディッシュに3 × 105個の細胞を入れた。  
4. 全量が6 mLになるよう、添加濃度に応じて普通の培地と試薬含有の培地を
割り込んで入れた。  
5. ディッシュを揺らし、細胞が均一になるよう広げてインキュベーター内に
入れた。 
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5.2.2.2 VOCバイオマーカーのガス暴露 
液相の VOCs を直接に細胞培養ディッシュに添加した以外に、インキュベー
ターに VOCs の水溶液を入れ、細胞培養を行いながら、VOCs 水溶液から揮発し
た VOCs ガスの暴露を受けさせた。Scheme 1 に示したように、HepG2 細胞の数
が 3×105 cell/dish になるように、6 mL の DMEM 培地に播種し、合計 6 個用意し
た。そして、細胞フリーの DMEM 培地を 2 個分用意した。細胞ありシディッシ
ュ 3 つと細胞なしのディッシュ 1 つをインキュベーターA とインキュベーター
B にそれぞれ、入れた。2 つのインキュベーターは、同じ培養条件になるように
設定した。最後に、インキュベーターB に VOCs 水溶液が入っているディッシュ
を入れ、細胞培養と同じ 72 時間放置した。比較実験として、HeLa 細胞と A549
細胞(1×105 cell/dish)を播種し、ぞれぞれのインキュベーターに１個入れ、96 時間
培養した。 
 
 
Figure 5.2.1. GC-MS analysis of VOCs metabolic components of HeLa cells via ZSM-
5/PDMS composite thin film. 
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Figure 5.2.2. Schedule of HepG2 and HeLa, A549 cells culture and GC-MS analysis. 
 
5.2.3結果および考察 
5.2.3.1液相 VOCバイオマーカーの投与による HepG2細胞数の変化 
本実験では、増加傾向の化合物を選択し、薬品投与実験を行った。投与実験の
前、1-butanol, cyclohexanol と benzyldehyde の性質を調べて薬品は投与実験への
適合性を調査した。これらの薬品の性質を Table 5.2.1 に示した。各化合物は室
温条件下では、液体であり、薬品投与に適合であると考えられる。特に、水への
溶解度は投与時の濃度条件や培養期間中の残存量を予測するのに重要な要素と
考えられる。 
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Table 5.2.1. Physico-chemical characteristics of analytes used for this chapter. 
 
 
HepG2 細胞に 1-butanol、cyclohexanol、benzyldehyde は、それぞれ、50, 100, 500
および 1000 ppb になるように、液体の VOC 溶液を投与した。VOCs の投与実験
は、すべて 5 世代分の HepG2 細胞の平均細胞数で計算した。その結果、VOCs が
投与していない HepG2 細胞のコントロールサンプルと比較して、cyclohexanol、
benzyldehydeの投与によってHepG2細胞数変化が見られなかった（Figure 4.2.3）。
一方で、50 ppb の 1-butanol を投与した場合は、HepG2 細胞数が投与していない
サンプルより、HepG2 細胞数には、約 35%の減少が見られた。100 ppb の 1-butanol
を投与した場合は、HepG2 細胞数が約 20%減少した。高濃度の 1-butanol（1000 
ppb）を投与した場合は、HepG2 細胞数が約 25%増加した。低濃度の 1-butanol の
投与は、HepG2 細胞の成長に大きい影響を与えたと考えられる。そこで、1-butnaol
は、6 mL の DMEM 細胞培養培地の中で 5, 25, 50, 100, 500, 1000 になるように、
細かい濃度投与実験を行った。その結果を Figure 5.2.3 に示した。25 ppb の 1-
butanol の投与によって、HepG2 細胞数が約 25%減少した。5, 100, 500 ppb の投
与は、HepG2細胞数に変化が見られなかった。以上の結果から、25 ppbの 1-butanol
は、HepG2 細胞の成長を妨げ、HepG2 細胞のバイオマーカーである可能性が高
い。 
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Figure 5.2.3. Effect of HepG2 cell activity by administration of VOCs (1-butanol, 
cyclohexanol and benzyldehyde) in liquid phase. 
 
5.2.3.2液相 VOCバイオマーカーの投与による HepG2細胞 VOCs代謝
への影響 
1-Butanol のピーク面積の変化は、予想通りに 1-butanol の添加濃度によって増
加し続け、1000 ppb の投与後に約 3 倍増加したことがわかる。低濃度の 1-bnutanol
の添加によって、cyclohexanol のピーク面積が増加した。その一方で、他の 6 成
分のピーク面積は、いずれも減少していたことがわかる（Figure 4-2-4）。第 2 節
の HepG2 細胞の VOCs バイオマーカーの実験は、1-butanol、cyclohexanol、
benzaldehyde、benzyl alcohol は、増加傾向、cyclohexanone、1,3-dioxan-5-ol, 4,4,5-
trimethyl、1-undecanol は、減少傾向を示したにもかかわらず、HepG2 細胞フリー
なDMEM培地と比べ、1-butanol添加後のDMEM培地から検出した cyclohexanone、
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1,3-dioxan-5-ol-4,4,5-trimethyl、1-undecanol、benzaldehyde、benzyl alcohol、phenol
のピーク面積は、減少したことがわかる。減少傾向の cyclohexanone、1,3-dioxan-
5-ol, 4,4,5-trimethyl、1-undecanol、phenol の 4 種類化合物の薬品添加 DMEM 培地
は細胞なしの DMEM 培地より随分低くなるのが見られた、それは薬品の添加に
よる DMEM 培地中の各成分のバランスを崩したと考えられる。1-Butanol の添加
による HepG2 細胞の VOCs 代謝の影響があったものの、その詳細なメカニズム
について今現在まだ解明に至っていないが、これから検討していく必要がある。 
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Figure 5.2.4. Changes in VOCs metabolism of HepG2 cell by addition of 1-butanol. 
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5.2.3.3 HepG2細胞 VOC代謝の PCA解析 
これらの成分に基づいて主成分分析を行うと、結果を Figure 5.2.5 に示してい
る。細胞培養実験では、培地中の各化合物のピーク面積の変化量を示し、それら
の化合物の変化に基づいて主成分分析を行うことで細胞培養と細胞なしの培地
の分離が成功した。しかし、異なる 1-butnaol 濃度の投与サンプルの分離ができ
なかった。 
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Figure 5.2.5. Analysis of VOCs components involved in HeLa cell metabolism by PCA 
sore plot. 
  
5.2.3.4ガス状の 1-butanolの暴露による HepG2細胞代謝変化 
1-Butanol (5 ppm水溶液中)の暴露による HepG2、A549および HepG2の細胞数変
化を Figure 4.2.6に示し、ぞれぞれ、6, 4, 4世代を継続に培養した。HepG2、A549お
よびHepG2がん細胞は、1-butanol (5 ppm水溶液中)の蒸気暴露によって、それぞれ、
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平均的に約 15%, 5%, 25%が減少した。HeLa と HepG2細胞の減少は、比較的に安定
しているが、A549 細胞は、ある世代が急激に細胞数の増加が確認された。HepG2 細
胞は、そのバイオマーカーとなる 1-butanol (5 ppm水溶液中)の蒸気暴露によって選択
的に細胞数の減少が起こったと考えられる。 
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Figure 5.2.6. Relative cell number of HepG2 and HeLa, A549 cells after exposure to 1-
butanol (5 ppm in aqueous solution). 
 
5.2.3.5 VOCバイオマーカーの蒸気暴露によるがん細胞の VOCs代謝の
変化 
1-Butanol (5 ppm 水溶液中)の暴露後の VOC 成分を Table 5.2.2 に示した。
HepG2 細胞は、連続に 6 世代培養して、暴露サンプルと非暴露サンプルの数が
共に 18 である。暴露前後の VOC 成分の p-value を求め、結果の有意性を調べ
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た。暴露後に、合計 43 成分が検出された。p-value が 0.05 以下である VOC は、
18 成分となった。また、新たに 9 成分が排出されたことがわかった。有意性の
あるVOC成分を分けて、暴露前後のピーク面積の比較を行い、その結果をFigure 
5.2.7 に示す。1-butanol は、72 時間の暴露後に、相対量が約 4 倍増えている。
以上の結果から、1-butanol の暴露は、HepG2 細胞の VOCs 代謝経路に参加し、
代謝成分の大きく変更したと考えられる。 
 
Table 5.2.2. List of the VOCs obtained from the culture medium of HepG2 cell line after 
exposure to 1-butanol gas (5 ppm in aqueous solution). 
No. Compounds 
Retention  
time, 
min 
Selected 
ion,  
m/z 
p-value 
1 Ethanol 6:10 31 0.001 
2 2-Pentanone 6:28 43 0.046 
3 3-Hexanol 6:50 59 0.018 
4 Hexanal 7:39 56 0.03 
5 1-Propanol, 2-methyl- 7:55 43 X 
6 3-Penten-2-one, 4-methyl- 8:27 83 0.001 
7 2,3-Butanediol 8:40 45 0.001 
8 1-Butanol 8:46 56 0.001 
9 3-Buten-1-ol 9:02 42 0.01004 
10 Heptanal 9:08 70 0.0098 
11 3-Hexanol 9:23 59 0.001 
12 1-Methoxy-2-propyl acetate 9:43 43 X 
13 Octanal 10:41 43 0.019 
14 2-Butanone, 3-hydroxy- 10:49 45 0.16 
15 Cyclohexanone 10:59 55 0.0078 
16 Propylene Glycol 11:10 45 0.16 
17 Furan, 2-butyltetrahydro- 11:11 71 X 
18 3-Octanol, 3,7-dimethyl-, (+)- 11:34 73 0.402 
19 1-Hexanol 11:37 56 X 
20 2-Pentanone, 4-hydroxy-4-methyl- 11:55 43 0.05002 
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21 Nonanal 12:12 57 0.0016 
22 Cyclohexanol 12:27 57 0.97 
23 2-Butoxyethyl acetate 13:05 57 X 
24 1-Hexanol, 2-ethyl- 13:30 57 0.92 
25 Benzaldehyde 14:10 77 0.063 
26 2-Methoxy-1,3-dioxolane 14:49 45 0.103 
27 1-Butanol, 3-methoxy-, acetate 16:15 59 0.028 
28 1,3-Butanediol 16:38 45 0.44 
29 2,5-Hexanediol, 2,5-dimethyl- 16:57 59 0.16 
30 Benzenemethanol, a-methyl- 17:36 79 0.001 
31 Benzyl Alcohol 18:17 79 X 
32 Dimethyl sulfone 18:33 79 0.001 
33 2-Benzyloxy-3-methyl-1,4-butanediol 18:40 91 X 
34 (S)-(+)-6-Methyl-1-octanol 19:09 69 X 
35 Phenol 19:34 94 0.041 
36 Heptanoic acid, methyl ester 19:49 74 0.063 
37 Hexadecanoic acid, methyl ester 21:47 74 0.58 
38 Cyclohexanecarboxylic acid, butyl ester 22:12 129 X 
39 Phenol, 3,5-bis(1,1-dimethylethyl)- 22:28 191 0.16 
40 1-Tetradecanol 23:20 69 0.18 
41 Heneicosanoic acid, methyl ester 23:57 74 0.11 
42 Benzene, 1,1'-(1,2-cyclobutanediyl)bis-, cis- 24:04 104 0.52 
43 Niacinamide 24:09 78 0.51 
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Figure 5.2.7. Peak area comparison of VOCs metabolic components of HepG2 cell line 
(red) before and (blue) after exposure to 1-butanol (5 ppm in aqueous solution) gas via 
ZSM-5/PDMS composite thin film. 
 
5.2.3.6 VOC蒸気暴露による VOC代謝変動の PCA解析 
Figure 5.2.8 に 1-butanol (5 ppm 水溶液中)蒸気暴露の主成分分析結果を示し
た。N と A は、それぞれ、普通条件下とガス暴露条件を意味する。HepG2 細胞
の培養周期は、約 72 時間のため、暴露と非暴露 HepG2 細胞、または同じ日に
対応する条件下で培養した DMEM 培地の PCA 結果を Figure 5.2.8a に示し、1-
butanol の HepG2 細胞への選択性を確認するために、HeLa 細胞、A549 細胞
または、それらと同じ条件下で培養した DMEM との PCA を Figure 5.2.8b に示
した。それらの結果からは、暴露と非暴露サンプル間に違いがあった。更に、異
なる細胞種間、また栽培種と培地間にも違いが見られ、1-butanol ガスの暴露の
HepG2 細胞への選択性を裏付けた。 
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 (a) (b) 
Figure 5.2.8. PCA analysis of VOCs metabolic components of (a) HepG2 cell line and 
(b) HepG2, HeLa, A549 cell lines before and after exposure to 1-butanol (5 ppm in 
aqueous solution) gas via ZSM-5/PDMS composite thin film extraction. (Hela and A549 
cell nornal n = 3 and exposure n = 3, HepG2 cell line nornal n = 18 and exposure n = 18). 
 
5.2.3.7高濃度の 1-butanolガス暴露 
これまでに、1-butanol (5 ppm 水溶液中)の暴露実験を行い、HepG2 細胞の細
胞数が約 25%減り、その VOC 代謝成分も大きく変わったことがわかった。1-
butanol 水溶液の濃度を 50 ppm まで増加し、同じ暴露実験を行い、HepG2 細
胞の細胞活動への影響を調べた。 
HepG2, A549,および HeLa 細胞は、連続に 5 世代培養を行った。1-butanol 
(50 ppm 水溶液中)の暴露によって、HepG2 細胞の数は、約 20%減少した（Figure 
5.2.9a）。A549 細胞は、そのガス暴露に影響されずに、細胞数変化が不規律的で
ある。HeLa 細胞は、相対細胞数比率が右下がりであり、世代の推移と共に、細
胞数の減少が起こった（Figure 5.2.9a）。しかし、暴露後の培地からは、1-butanol
の濃度が増加していることがわかった。暴露用の 1-butanol 水溶液は、細胞継代
と同時に、交換するようにしている。その原因は、1-butanol ガスは、インキュ
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ベーター内の滅菌水に溶け込んで、蓄積する（Figure 5.2.9b）。細胞培養の間に、
再び細胞培養培地に戻ったことが考えられる。従って、高濃度の場合は、毎回イ
ンキュベーター内の滅菌水を交換する必要がある。しまし、このような高濃度の
1-butanol ガスの暴露にも関わらず、HepG2 細胞の細胞数は、低濃度(5 ppm 水
溶液中)と比べ、更なる減少が確認できていない。50 ppm の 1-butanol 暴露は、
効果的な濃度ではないといえる 
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Figure 5.2.9. (a) Relative cell number of HepG2 and Hela, A549 cell lines afrter exposure 
to 1-butanol (50 ppm in aqueous solution). (b) Peak areas of 1-butanol recovered from 
the cell culture medium under 1-butanol gas exposure and normal culture condition 
during the continuous culture period of six generations. 
 
5.2.3.8 VOCガス暴露による HepG2細胞活性への影響のメカニズム 
シェーンハイマーは、重窒素で標識したアミノ酸の一種であるロイシンを含む餌を成
熟したネズミに与える実験を行った。重窒素は、尿中排泄されず、体中を構成するタン
パク質に取り込まれ、全身のあらゆる組織に分散された。その多くは、腸管や腎臓に
取り込まれた。ネズミ体内のタンパク質は、三日で半分が新しいタンパク質に入れ替わ
っていたことが確認された。重窒素は、ロイシン以外のあらゆるアミノ酸から検出された。
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つまり、ネズミ体内に取り込まれたロイシンを腸管から吸収され、更に小さい分子に分
解された後に、改めて再配分され必要なアミノ酸に再構築されたとわかる。人体にお
いて、日頃摂取する食物は、人体に取り込まれる際に、既存の物質と置き換わるように、
摂りこまれる。生物は、既存物質の腐敗・自己崩壊が起こるより、早く物質を新しく入れ
換え再構築することで、生命を維持する仕組みになっている。つまり、人体において、
新しい物質の流入量と古い物質の排出量が一定で動的平衡を保っている。例えば、
人体に有害な物質が取り込まれると、体中に分散して再構築する恐れがある。有害物
質を取り込まれた組織とその周辺で腐敗・自己崩壊が速く起こることで、組織の動的平
衡が保てなくなり、細胞が癌化し、自己崩壊が起こると考えられる[3]。HepG2細胞の場
合は、がん細胞増殖と共に、cyclohexanone が減少し、benzyl alcohol、cyclohexanol、
1-butanol および benzaldehyde が増加したことがわかる。つまり、がん細胞は、増殖過
程で VOC 排出および取り込みが同時に行われ、生体機能を維持するために、数えき
れない低分子が細胞内に取り込まれ、必要な成分の構築に働くなどの作用がある。一
方で、細胞内に存在する成分の崩壊が起こりながら、分解した低分子が細胞外に排
出される。HepG2 細胞は、DMEM 培地から栄養分を取りながら増殖していくが、細胞
増殖過程で成分の出入りが安定な平衡が維持されていると考えられる。そこで、がん
細胞が増殖段階で 1-butanolのような低分子成分を投与し、細胞内外における低分子
の動的変更を偏らせることで、がん細胞の増殖、活性、代謝に大きな影響を与えること
になると考えられる。従来の多くの研究は、がん細胞に低分子代謝物を投与すること
で、がん細胞のアポトーシスが引き起こされ、がん細胞から VOCs が細胞の崩壊と共
に細胞外部に排出される。また、細胞構造である DNAなどは、低分子の投与からダメ
ージを受け、崩壊が起こり、VOCs を産出するメカニズムが報告されてきた[2,4,5]。本
研究は、がん細胞培養段階に低分子代謝物を投与することで、細胞内部と外部の低
分子代謝物の濃度平行を破り、元々排出される成分は、外部濃度が高いため、細胞
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から放出されなくなり、外部から同じ成分を取り込むようになる。そのため、がん細胞の
低分子代謝が阻害されると同時に、異なる代謝メカニズムを示した。がん細胞培養に
おける低分子の動的平衡は、がん細胞の低分子代謝また細胞活性に大きく影響した
と考えられる。 
 
 
Figure 5.2.10. Mechanism of dynamic equilibrium of low molecular metabolites in 
cancer cells. 
 
5.2.4結論  
今回の薬品添加実験では、 3 種類の化合物（ 1-butanol 、 cyclohexanol 、
benzaldehyde）を試みた結果、1-butanol 添加実験では、細胞数の変化が見られ、残り
の 2 種類の化合物は細胞数変化が見られなかった。その原因は、Table 5.2.1 に示す
ように、1-butanol の水溶解度は、他の 2 種類の薬品より遥かに大きいことと HepG2 細
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胞は、DMEM 培地に増加した cyclohexanol、benzaldehyde を摂取しなかったことが考
えられる。Cyclohexanol、benzaldehyde のモニタリングは、肝臓がんの早期発見を可能
にできるが、それによる HepG2 がん細胞の死滅に至らないと考える。また、各化合物
のピーク面積の変化を調査した結果、薬品添加の各サンプルの主成分分析の分離が
見られなかった。その原因は、薬品の添加により DMEM 培地の各成分が減少したと
考えられた。以上の結果より、HepG2細胞培養において、1-butanol がバイオマーカー
として働く効果が確認できた。 
1-Butanolガスを暴露しながら、HepG2細胞の培養を行った。5 ppmの 1-butanolの
暴露によって、細胞数が約 25%減少し、6世代の連続培養によってその再現性を確認
できた。1-butanol ガスの暴露前後の共通成分に 18 成分が有意性を示し、更に、9 成
分が新たに検出された。1-butanol-の暴露は、HepG2細胞の活動に大きな影響力持っ
ている。また、HeLa と A549 細胞にも同様な暴露実験を行った。1-butanol は、HepG2
細胞に対して選択性を持っている。ところが、高濃度(50 ppm水溶液中)の 1-butanolの
暴露は、細胞の数が約 20%減少した。連続した 5 世代の細胞培養にとって再現性を
確認した。1-Butanol ガスは、滅菌水に溶け込んで、細胞培養液への高濃度の 1-
butanol の蓄積が確認された。以上から、適切な濃度の 1-butanol-は、HepG2 細胞の
成長を抑制でき、細胞の代謝活動に参加し、影響を与えることがわかった。 
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第3節 
HepG2細胞へのガンボク酸抗がん剤添加を利用した薬
理メタボロームアプローチ 
 
5.3.1緒言 
Gambogic acid(GA)は、ポリプレニル化キサントンであり、東南アジアのガル
シニア・ハンブリー（Garcinia hanburyi）樹木から分泌されるガンボーグ樹脂の
主要な活性成分である[1]。GA は、抗炎症やかゆみ止め効果、抗浸潤効果、血管
新生阻害、細胞のアポトーシスを誘導するなどの効果があり、がん細胞の抗がん
剤として知られている。GA による細胞活性への影響に関する調査は、in vitro と
in vivo の両方で行われている[2]。GA は、肝癌腫、肺癌、上皮性頸部癌、前立腺
癌、膵臓癌および胃癌を含む様々なタイプの癌において抗腫瘍効果を示す[3-8]。
GA による抗腫瘍活性のメカニズムには、Bcl-2 のダウンレギュレーション、p53
の活性化、c-myc との直接的な結合、受容体の転移および血管内皮増殖因子
（VEGF）シグナル伝達の遮断が含まれる[9-10]。 
ここで、HepG2 細胞に GA を添加し、培養後の VOC 変化を調べる。GA のよ
うな抗がん剤による HepG2 細胞の VOC 代謝への影響を調べる。ZSM-5/PDMS
複合膜による抽出以外に ZSM-5/PDMS のミニディスクを細胞培養液に入れ、培
養と共に抽出活動を同時に進行させる。結果として、水溶液からの抽出時間の短
縮を可能にした。更に、抽出の間に起こり得るがん細胞培養試料の汚染が克服で
きると期待する。 
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5.3.2実験操作 
5.3.2.1抗がん剤の添加による HepG2細胞の VOCs代謝物の分析 
ガンボジック酸（GA）をジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解し、0.25mg 
/ mL の最終濃度として、ストック溶液を調製し、バイオフリーザーに貯蔵した。
HepG2 細胞（5×103）を 6.0mL の DMEM 培地中で 24 時間培養した。24 時間の
インキュベーション後、HepG2 細胞を異なる濃度の GA（0,0.1,0.25,0.5,0.75mg / 
mL）を投与し、HepG2 細胞と共にインキュベートした。更に、24 時間後、上清
溶液（5.0 mL）を 0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 mg/mL の 5 つの濃度の GA を含むインキ
ュベートした DMEM 培地を GC-MS 測定に使用した。HepG2 細胞数を確認する
ために、血球計数器を使用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5.3.1. Structural formula of gambogic acid (GA) and when GA was adjusted with 
(red) DMEM medium and (yellow) DMSO solvent. 
 
5.3.2.2 ZSM-5/PDMS 薄膜ミニディスクによる抗がん剤の添加後の
HepG2細胞の VOCs代謝物分析 
ZSM-5/PDMS ハイブリッド膜のミニディスクは、直径が 10 cm の細胞培養デ
ィッシュに 20 wt%の ZSM-5/PDMS 混合物を 1.0 mL 垂らし、室温で 3 日間乾燥
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した後、バイオパンチで直径約 0.8 cm になるように、切り取って 100 度で 1 h 加
熱した。使用する前に、メタノールで十分に洗浄を行った。 
ガンボジック酸（GA）をジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解し、0.25mg 
/ mL の最終濃度として、ストック溶液を調製し、バイオフリーザーに貯蔵した。
HepG2 細胞（5×103）を 6.0mL の DMEM 培地中で 24 時間培養した。24 時間の
インキュベーション後、HepG2 細胞を異なる濃度の GA（0,0.1,0.25,0.5,0.75mg / 
mL）を投与し、HepG2 細胞と共にインキュベートした。同時に、ZSM-5/PDMS
ミニディスクを細胞培養ディッシュに入れた。24 時間インキュベートした後、
血球計数器を使用し、HepG2 細胞の数を確認した。ZSM-5/PDMS ミニディスク
は、ディッシュから取り出して、水による洗浄、窒素乾燥した後、1.5 mL のバイ
アル管に入れ、50 L の抽出メタノールを 5 分間室温にて脱離し、メタノール 1 
L を取り、GC-MS 測定に使用した。 
 
 
 
Figure 5.3.2. GC-MS analysis of VOCs metabolic components of HeLa cells via (a) 
ZSM-5/PDMS composite bottle film and (b) ZSM-5/PDMS composite midi disk. 
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5.3.3実験結果および考察 
5.3.3.1抗がん剤の添加による HepG2細胞の VOCs代謝物の分析 
Figure 5.3.3 の実態顕微鏡から観察した HepG2 細胞の写真を示す。GA の濃度
増加と共に、HepG2 細胞の死細胞が増えていることがわかる。 
 
 
 
 
Figure 5.3.3. Stereomicroscope images of HepG2 cells cultured with (a,f) 0 and (b,g) 0.1, 
(c,h) 0.25, (d,i) 0.5, (e,j) 0.75 g/mL.  
 
トリプシンで培養ディッシュから HepG2 細胞を回収し、血球係数版にて細胞
数を確認するところ、HepG2 細胞は、GA の濃度に依存して細胞数が減少した。
1×105 cell/dish の細胞を播種したが、0.75 g/mL の GA の添加によって、細胞
数が播種前と変わらなくて、HepG2 細胞の増殖が抑えられた。GA の投与量の
増加と共に、HepG2 細胞数が減少し、0.75mg / mL の GA の投与によって、HepG2
細胞数は、80%減少した（Figure 5.3.4）。 
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Figure 5.3.4. HepG2 cell number after cultured with different concentration of GA. 
 
Table 5.3.1. List of the VOCs obtained from the culture medium of HepG2 cell line after 
cultured with different concentration of GA. 
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Figure 5.3.5. Peak area of VOCs obtained from the culture medium of HepG2 cell line 
cultured with different concentration of GA that were increased or decreased. 
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GA の添加によって、HepG2 細胞からの VOC 変化は、Table. 5.3.1 に示した。
Decanoic acid, methyl ester, hexadecanoic acid, methyl ester, diethyl phthalate, 
octadecanoic acid, methyl ester, 9-octadecenoic acid (Z)-, methyl ester は、GA の濃度
に依存し、減少していた。それらの成分は、細胞膜などの細胞自体が持つ成分で
あり、細胞数の減少によって減少したと考えられる。また、Dimethyl Sulfoxide 
(DMSO)と dimethyl sulfone は、増加した。DMSO は、GA の溶媒として、添加量
を増やしたために、多く検出された。それらの成分のピーク面積は、Figure 5.3.5
に示した。 
 
5.3.3.2 ZSM-5/PDMS 薄膜のミニディスクによる抗がん剤の添加後の
HepG2細胞の VOC代謝物分析 
これまでに、所要時間で細胞培養した後の DMEM 培地を回収し、ZSM-
5/PDMS ハイブリッド薄膜に入れ、3 時間の抽出を行った。細胞培養と共に
VOCs の同時サンプリング手法が必要である。 ここで、ZSM-5/PDMS 複合膜
のミニディスクを HepG2 細胞培養液に入れ、GA の添加による VOC 成分変化
を調査した。 
HepG2 細胞培養液に、ZSM-5/PDMS のミニディスクを入れ、更に、GA を添
加し、VOC 分析を行った。GA 0.75 g/mL と同量の DMSO のみを HepG2 細
胞に添加し、その影響を調べたミニディスクを細胞と同時に培養すると、ミニデ
ィスクが入っていない条件で培養した HepG2 細胞数と比較すると、細胞数が半
分ほど減少した。ミニディスクによる汚染または世代間の細胞播種の実験操作
の誤差による可能性がある。また、ミニディスクは、DMEM 中の栄養分を吸着
してしまい、栄養分が HepG2 細胞に届いていないことが考えられる。抗がん剤
の溶媒である DMSO のみの添加は、細胞の数がコントロールと同じ細胞数を持
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っている。GA の添加によって、HepG2 細胞数が濃度に依存し減少した（Figure 
5.3.6）。 
Table 5.3.2 に GA 添加後のミニディスクによる VOCs 分析の結果を示す。
Decanoic acid-2-methyl 、 pentadecanoic acid-14-methyl-methyl ester 、 2-
methylheptanoic acid、phenol、benzyl alcohol、1-hexanol, cyclohexanone お
よび 1-butanol は、GA の影響を受けて、減少したことがわかった(Figure 5.3.8)。
2-tridecanone と benzaldehyde は、GA の添加濃度の増加によって増加または
減少していた(Figure 5.3.7)。 
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Figure 5.3.6. HepG2 cell number after cultured with different concentration of GA via 
ZSM-5/PDMS mini disk extraction and bottle film extraction. 
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Table 5.3.2. List of the VOCs obtained from the culture medium of HepG2 cell line after 
cultured with different concentration of GA via ZSM-5/PDMS hybrid mini disk extraction. 
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Figure 5.3.7. Peak area of VOCs obtained from the culture medium of HepG2 cell line 
cultured with different concentration of GA that showed concentration dependence via 
ZSM-5/PDMS hybrid mini disk extraction.  
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Figure 5.3.8. Peak area of VOCs obtained from the culture medium of HepG2 cell line 
cultured with different concentration of GA that showed concentration dependence via 
ZSM-5/PDMS hybrid mini disk extraction. 
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5.3.4結論 
本節では、HepG2 細胞培養に、抗がん剤である GA を 0、0.1、0.25、0.5、0.75 
mg/mL になるように投与し、HepG2 細胞数と VOCs 代謝の両方を調べた。0.75 
mg/mL の GA の投与によって、HepG2 細胞がほぼ 100%死滅したことがわかる。
HepG2 細胞培養から、32 成分が検出され、その中で decanoic acid-methyl ester, 
hexadecanoic acid-methyl ester, diethyl phthalate, octadecanoic acid-methyl ester, 9-
octadecenoic acid (Z)-methyl ester は、GA の添加量に比例して、減少したため、そ
れらの VOCs 成分は、HepG2 細胞の潜在的なバイオマーカーである可能性が高
い。しかし、第 2 節で説明したように、HepG2 細胞は、1-butanol、cyclohexanol、
benzaldehyde、benzyl alcohol の 4 種類化合物は、増加傾向を示し、cyclohexanone、
1,3-dioxan-5-ol-4,4,5-trimethyl、1-undecanol、phenol の 4 種類化合物は、減少傾向
を示した。GA の投与とそれらの VOCs 成分との関連性が見られなかった。 
また、VOCs のサンプリング時間の節約かつ試料の汚染を防ぐために、本節に
は、ZSM-5/PDMS 薄膜のミニディスクを初めて作成し、HepG2 細胞培養培地に
入れ、VOCs のサンプリングと細胞培養を同時に進行させた。その結果、ZSM-
5/PDMS 薄膜のミニディスクは、HepG2 細胞培養培地から 24 成分を再現性良く
検出し、優れた抽出特性を持つ。GA の投与によって、decanoic acid-2-methyl, 
pentadecanoic-14-methyl-methyl ester, phenol, benzyl alcohol, 1-hexanol, 
cyclohexanone, 1-butanol の減少が見られた。Benzyldehyde、2-tridecanone は、
GA の投与濃度に依存して増加したことがわかる。1-Butanol、cyclohexanol、
benzyl alcohol は、増加傾向成分が抗がん剤による HepG2 細胞の死滅と共に排
出量が抑えられたと考えられる。一方で、HepG2 細胞培養において増加傾向を
示した benzaldehyde は、抗がん剤の投与によってその排出量の増加が見られた。
つまり、benzaldehyde は、HepG2 細胞数の減少に影響されないことが示唆され、
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HepG2 細胞の真の VOCs バイオマーカーではない可能性が高い。同様に、
cyclohexanone、phenol は、HepG2 細胞培養の減少傾向を示した VOCs であるが、
HepG2 細胞数の減少と共に、増加したため、抗がん剤を投入していない条件と
同じ傾向を示した。そのため、cyclohexanone、phenol は、HepG2 細胞の真の VOCs
バイオマーカーではない可能性が高い。第 2 節に、HepG2 細胞培養に 1-butanol、
cyclohexanol、benzaldehyde を HepG2 細胞培養に投与し、細胞生存率は、低濃度
の 1-butanol の投与のみ減少した。従来の抗がん剤と本研究で発見した新たな
VOCs バイオマーカーが HepG2 細胞に対して類似した抑制効果があると考えら
れる。 
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第六章 
疾患における低分子代謝物検出方
法の検討 
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6.1序論 
6.1.1低分子代謝物の検出の重要性 
人体は、ある意味工場のように呼気、皮膚ガス、体液などが数多くの化学反応を
経由し、多様な化学物質を排出している。その中で多くの場合は、高精度で進行し、
通常、健康な状態での血液中の代謝物の濃度はほとんど一定の値を示す。しかし
ながら、E.Jellumが約40年前に提案したように、この生化学プロセスに何らかの欠損
が生じた場合（例えば、がんなどの疾患によって）、代謝物の濃度状態が変化する
か、もしくは新しい代謝物が生成される[1]。過去10年間にわたって、分子レベルで
のバイオマーカーに関する研究が飛躍的に進歩し、がんなどの致死率の高い病気
の早期検査や治療への応用が期待されている。 
呼気分析は、内因性揮発性有機化合物(VOCs)に基づいた有力な非侵襲的な診
断方法の一つである[2]。多くの研究において、がん患者の呼気からがん診断のバ
イオマーカーとなり得る低分子が報告されている。例えば、1-ブタノール、3-ヒドロキ
シ-2-ブタノンが肺がん患者の呼気中において濃度を示すことが報告されている[3]。
また、呼気に加えて、尿からのもがん診断の重要な情報源となる低分子の疾患マー
カーの存在が確認されている。また臭気ではないが、タンパク質の働きに関連して
唾液に溶け込んだアミノ酸の変化と口腔がん、乳がん、膵臓がんとの関連性が報告
されている[4]。臭気とはよい香り、悪臭に関わらずに匂いを発している化学物質で
ある。臭気にはアミンやアルデヒド類などのVOCが存在し、これらを検知するガスセ
ンサーの必要性が近年益々高まっている。ガスセンサーの応用分野は非常に幅広
く、保安用（火災検知や毒性ガス検知など）、自動車用（触媒機能監視や車内空気
換気など）、大気環境用（大気監視や汚染ガス監視ど）、室内アメニティ用（室内空
気換気やエアコン制御などの空調）、産業生産用（燃焼制御や包装工程監視など）、
 |  
 
185 
 
医療用（呼気チェックや疾患発見など）などが挙げられる。特に、特定疾患を示す因子
の発見により、医療用へのアプリケーションへの期待が高い[5]。 
従来VOCの検出には検出能力が高いガスクロマトグラフィーや液クロマトグラフィー
が用いられているが、濃縮プロセスや水などの測定妨害除去プロセスを経るため手間
がかかり、なおかつ高いコストなどの問題が挙げられる。その場での連続的な検知を
必要とする上記応用分野ではガスクロマトグラフィーは不向きであり、常時検知が可能
であるセンサーの開発が重要とされる。また、分析対象の一つである生物学的に重要
な分析対象であるアミノ酸は、その低い揮発性から通常のガスクロマトグラフィーでは
分析が難しく、一般的に測定前に特定の官能基を誘導化するなどの複雑な処理が必
要であるとことや高価な分析装置などの弱点がある。更に、Maddocksらの報告によると、
癌細胞に含まれるアミノ酸であるセリンを奪うことにより、癌細胞の増殖が抑制されると
報告した[6]。分子レベルでのバイオマーカー、アミン酸に関する研究が飛躍的に進歩
し、癌などの致死率の高い病気の早期検査や治療への応用が期待されている。生体
サンプルを対象とした、高感度・選択的なセンサーデバイスの開発が実現できれば、
関連した疾病の簡易的な診断ができ、病気の早期発見と早期治療に繋がるため、医
療現場においてその応用が期待されている。 
近年、人間の五感に代わる感性センサーに関する研究が盛んに行なわれている。
その一つが匂いセンサーであり、食品検査、医療診断、爆薬検知などへの応用が期
待される一方、生物の嗅覚に匹敵する実用化レベルまではまだ至っていない。電子
鼻を利用してがん罹患や発症との関連性を調査する研究がナノテクノロジーの進歩と
ともに急速に増えているが、濃縮などの前処理が必要などまだ初期段階であり、より信
頼性の高い検知システムの開発が求められている[7]。連続的な常時測定が可能なセ
ンサーとして「電子鼻」技術が利用されている。電子鼻技術とは選択性に幅のあるセン
サーをアレイ化して、既知物質測定のセンサシグナルからパターン化を行い、未知物
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質測定のシグナルをパターンと照らし合わせて検知するシステムである。近年、電子
鼻を利用してがん罹患や発症との関連性を調査する研究がナノテクノロジーの進歩と
ともに急速に増えているが、濃縮などの前処理が必要などまだ初期段階であり、より信
頼性の高い検知システムの開発が求められている[7]。また、まだ感度や選択性が低く
（特に、半導体検知素子の場合）、医療（特に人の呼気は湿度80%以上）、室内アメニ
ティ、大気環境などの分析には測定対象に含まれる水（湿度）に強く影響されるなど、
まだ多くの課題が残されている。 
光ファイバーは、現在、長距離大容量高速通信のバックボーンとして、私たちの生
活に欠かせない最も重要な社会インフラであり、コアと呼ばれる高屈折率領域とコアを
取り囲む低屈折率領域のクラッドのニ重構造となる。通常、光ファイバー内の光はコア
の中を全反射して伝搬していくが、コア表面にわずかながら染み出る光があり、その
「エバネッセント波」を利用した化学センサーが、耐環境性や遠距離操作性などの特
徴から、様々な分野での応用が期待されている[8]。 
 
6.1.2アンモニア 
高濃度のアンモニアガスは、いくつかの疾患と高い相関を持ち、人の健康を脅威す
る。人間の臭覚によるアンモニアガスの検知限界濃度は、40 g/m3で約50 ppm程度で
ある[9]。しかし、この限界濃度以下のアンモニアガスも呼吸器系、皮膚および眼への
刺激性がある。人々が長期的に働くことが許容されるアンモニアガス濃度は、20 ppm
である。鼻と喉の即時および重度の刺激は、500 ppmで発生しうる。1000 ppm以上のア
ンモニアガス中への暴露は、肺内の流体を蓄積させ、肺水腫を引き起こす可能性があ
る。胸の呼吸と圧迫感の難しさのため、症状が発見されるまでに24時間かかることがあ
る。このような高アンモニア濃度の短期暴露は、死亡または重度の長期的な呼吸器系
や肺の障害につながる可能性がある。非常に高濃度(5000~10,000 ppm)のアンモニア
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ガスは、5〜10分以内に致死が示唆されている。しかし、事故の再構成は、致死量が
高いことを実証している。 
自然な体の製品として、アンモニアも人間の体内で産生される。生成されたアンモ
ニアの量は、いくつかのパラメーターによって影響される。医学界では、特定の疾患を
診断できるレベルの呼気中のアンモニアガスの特定は、患者の乱れた尿素のバランス
を迅速に診断する方法である。呼気中にアンモニアを始めとするアミン化合物が含ま
れていると腎不全や肝臓の代謝不全など消化器系の異常の疑いがあり、健康状態に
重大なリスクを引き起こす可能性がある[10,11]。アンモニアガスセンサに関する報告は、
数多く存在し、金属酸化物、触媒、ポリマー、光学ガスセンサーなどがある。その中で、
一番効果的であるのは、光学ガスセンサーであり、迅速な応答時間また ppb レベルま
での検出限界濃度が魅力的なガスセンサデバイスであり、近年、注目されている[12]。 
 
6.1.3ポリアミン 
ポリアミンは、第一級および第二級アミノ基が3つ以上結合した直鎖脂肪族炭化水
素の総称である。ごく例外の細菌を除いてウイルスから微生物、植物、動物のすべて
の細胞に広く分布するが、一般的にプトレシン、スペルミジン、スペルミンの3種のポリ
アミンに限定される[13]。1678年、Lecumenhockによって人の精液からリン酸塩の結晶
として検出されて以来、その代謝および生理作用の研究が進み、細胞内での分裂増
殖や高分子生合成を調節している生理活性物質として働くことが知られている[13]。
特に、アミノ基を多くもつため、体内の核酸に対して強い親和力をもつ。1971年に
Russelらが、がん患者の尿中ポリアミン量の増加を報告して以来、ポリアミンは、新しい
腫瘍マーカーとして注目を集めている[14,15]。ポリアミンの中でも、スペルミンは、尿素
回路から生合成される最終ポリアミンであることから、腫瘍マーカーとしての生化学的
検出に関する研究が盛んに行われている[16]。現在、電気泳動や高速液体クロマトグ
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ラフィーなどの分析法がポリアミンの検出に広く用いられている[17]。しかし、いずれも
操作が複雑で測定に時間がかかるため、臨床検査に適切な方法とは言えず、まだ十
分な感度が達成されていない。 
最近、Fletcherらによって、Pb(II)の蛍光錯体を利用した生体及び非生体ポリアミン
の検知が行われた[18]。また、Ikedaらは、モンモリロナイト－超分子ヒドロゲルのハイブ
リッドを用いたスペルミンおよびスペルミンジンの蛍光検知法を報告した[19]。しかし、
両方とも検知感度が低く、実用レベルに達していない。Martínezらは最近、レーザーア
ブレーション法により合成したAuNPsを用いた、尿中のスペルミンの低濃度(nMレベ
ル)検知に成功している[20]。レーザーアブレーションの光還元によるAuNPsの合成法
は、保護剤を使わない合成上の利点を有する。しかし、ポリアミンとの静電相互作用に
必要な電荷を作り出すために、塩酸を用いてAuNPsのpHを調整する必要があり、実尿
の分析に適した方法とは言えない。一方、表面修飾したAuNPsを用いたアミン化合物
の検知に関連して、Zhongら[21]は、一本鎖DNAを被覆したAuNPsを、Liangら[22]は
クエン酸とシステアミンを修飾したAuNPsを利用し、それぞれのAuNPsとアミン化合物と
の静電相互作用に基づいた新しい検知方法の開発を試みた。 
 
6.2低分子代謝物の検出方法 
6.2.1光学センサーデバイス：長周期格子(LPG)光ファイバー 
光ファイバーのコア部分の屈折率がファイバーに沿って周期的に変化する特徴を
利用し、もっと積極的に外部環境の変化を屈折率などの光学パラメーターとして捉え
ることができる。その一つが長周期格子(LPG)光ファイバーであり、LPGの周期によっ
てカップリングされた光は、コアモードからクラッドモードに急速に減衰する(Figure 6.1)。
その結果、LPG 光ファイバーの透過スペクトルが減衰したバンドとして現れ、この減衰
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バンドの変化を利用した様々なセンサーへのアプローチが展開されている。一方、化
学センサーとしての応用が比較的に遅れている主な原因として、減衰バンドの変化を
もたらすための膜厚の制御が困難であったことが考えられる。このような背景から、近
年我々の研究グループでは、シリカナノ粒子とポリマーの交互積層（LbL）に基づいた
LPG表面への多孔性薄膜の作成に成功し、簡便かつ迅速に膜の厚みや空隙の調整
が可能な光ファイバーセンサシステムを初めて提案した[23]。 
 
 
Figure 6.1. emical structures of the compounds used for film preparation and schemetic 
illustration of an LPG fiber. 
 
                  λ(x) = (ncore − nclad(x))・Λ            (1) 
 
λ(x)は、直線偏光モードに結合が生じる波長であり、ncore と nclad(x)は、それぞれコ
ア内を伝搬するモードの実効屈折率とクラッディングモードの有効な屈折率であり。Λ
は LPG の格子周期を示す。ファイバーセンサーの高感度は、簡潔に言えば、LPG 光
ファイバーの格子周期と LPG 表面コーティングの厚みの両方に大きく影響される。コ
ーティングの堆積に対する LPGの減衰バンドの応答は、クラッディングモードがコーテ
ィングによって形成された導波路のモードに位相整合されるコーティングの厚さによっ
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て特徴付けられる。これらの条件の下で、LPG のモード遷移が起こり、残りのクラッディ
ングモードがクラッディングモードの損失によって残されたギャップを埋めるために再
構成される。モード遷移には、モードの実効屈折率の急激な変化が伴う。そのため、
LPG の減衰バンドは、堆積した膜の光学特性の変化に対して高い感度を示す領域と
して現れる。最適な LPG センサー性能のためには、コーティングの厚さがこの領域内
にあるべきであることは明らかである。最近の研究では、コーティングの厚さを最適化
することに加えて、格子周期を適切に選択することによって感度を高めることが可能で
あることが示された。これは、LPG センサーが高次クラッディングモードに結合するとき
に観察される位相整合点で動作するように格子周期を選択することによって達成でき
る。Figure 6.2 に LPG の高次クラッディングモードの位相整合曲線がプロットされてい
る。これらの値は、式（1）各クラッドモードの共鳴結合波長を計算する[24]。 
 
 
 
Figure 6.2. The relationship between the grating period and the wavelength at which 
coupling occurs to a set of symmetric cladding modes (LP0,20–LP0,25), where numbers 
refer to the order of the cladding mode, LP0x, assuming that the LPG was fabricated in 
an optical fiber of a cut off wavelength of 670 nm[24]. 
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LPG 光ファイバーは、減衰バンドの波長および透過率の変動に基づき、ファイバー
表面または外部媒質のRIに対し、高い感度を持つことが特徴である。例えば、周期が
100、110.8、110.9、111.1、111.3 μmの長さ 30 mmの LPG 光ファイバーは、670 nmで
のカットオフ波長を有する単一モード光ファイバー(Fibercore SM750)を共添加ホウ素、
ゲルマニウムにして作製した。ポイントごとの方式で、サイド照明周波数 4倍の Ndから
の出力光ファイバーを：YAGレーザー、266 nmで動作する。LPG光ファイバーの応答
性を間接に校正するためにスクロース水溶液を用い、ファイバーの特性評価実験を行
った。Figure 6.3aに示したように、LPG 光ファイバーを 0~80 wt%のスクロースの溶液
に浸漬すると、675および 825 nm付近にある二つの減衰バンドのシフトが観察されて
RIの増加を測定でき、Figure 6.3b にまとめた。また、格子周期が 110.8、110.9、111.1
および 111.3 μmの LPGセンサーの屈折率測定は、異なる濃度のスクロース水溶液を
利用した間接的に確認され、その結果を Figure 6.4に示した。 
111.3 μm の LPG 光ファイバーセンサーは、60 wt%のスクロースに浸漬時に、二つ
の減衰バンドが 80、100 のピークシフトを示したため、屈折率に対して最高感度を持っ
ていることがわかる。以上の結果から、LPG光ファイバーの格子周期は、センサーの屈
折率に対する感度を大きく影響することが分かる。 
 
Figure 6.3. (a)Transmission spectra of the LPG (100 μm) in Sucrose solutions of different 
concentrations. (b)Dependence of the wavelength shift upon the Sucrose concentrations. 
RI data of Sucrose solutions are taken from the reference. 
(a) (b) 
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Figure 6.4. Transmission spectra of the LPG (110.8, 110.9, 111.1, 111.3 μm) in Sucrose 
solutions of different concentrations. Dependence of the wavelength shift upon the 
Sucrose concentrations. RI data of Sucrose solutions are taken from the reference. 
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6.2.2交互積層膜によるセンサー表面修飾 
LPGの多孔質コーティングの脱離・吸着が注目されている。ゾルゲル法を利用し、
SiO2ナノ粒子をLPG表面に堆積させ、約200 nmの膜厚にしたエタノールガスセンサと
して開発された。LPG表面に機能性材料を修飾することで、適切な膜厚と屈折率にな
り、エタノールガスが膜表面で拡散することが展示されている。その感度が著者たちの
予測では、100 ppbである[25]。我々の研究室ではエバネッセント波(EVW)型光ファイ
バー上にSiO2粒子とPoly diallyldimethyl ammonium chloride) (PDDA)の相互積層膜
(SiO2/PDDA)5PDDA) を 作成 し 、 膜 表面 に高機能性材料の ポル フ ィ リ ン
Tetraphrnylporphine tetrasulfonic acid (TSPP)を修飾し、アンモニアガスセンサとして応
用する研究を行った。EVW光ファイバー上に(SiO2/PDDA)5PDDA/TSPP膜を修飾す
ることで、約2 ppbの極めて低いアンモニア検出限界濃度が達成できた[26]。光ファイ
バー上にlayer-by-laye (LbL)法を利用し、シリカナノ粒子と帯電性ポリマーの相互積層
膜を作成し、アンモニアガスセンサとして応用が実証した [27]。更に、LPG上に
(SiO2/PDDA)5PDDA/TSPP多層膜、(SiO2/PDDA)5PDDA/PAA多層膜、またPAH/SiO2
多層膜を作成し、アンモニアガスを検出できると証明した[28]。光ファイバー上に各種
の化学物質を固定することで、ファイバーの厚みと気孔率などを変化させ、センサーと
しての効果を高める。注目してほしいのは、上のような膜表目に機能性材料であるポ
ルフィリン(TSPP)のような高機能性化学材料を固定することで、光ファイバーガスセン
サしての感度や選択性などの特性を大幅に高めたことである。 
近年、生化学的センシングの目的でナノ薄膜を容易かつ低コストで製造することに
は、標的検体の効率的な吸着を確保するのに有利であることからかなりの関心が集ま
っている[29]。Langmuir-Blodgett(LB)[30]、静電自己組織化(ESA)[31]、LbL[32]およ
びディップーコーティング[33]技術などの組織化分子膜の形成のためのいくつかのア
プローチが検討されている。その中で、LbL自己組織化技術は、様々なタイプのナノ
 |  
 
194 
 
構造を製造するのに最も潜在的な方法と考えられてきた[34]。 
交互積層法(LbL)とは、正および負電荷を有する物質を静電的相互作用を利用し、
交互に積層する方法であり、常温、常圧下においてナノメートルオーダーの均一な厚
みの自己組織化薄膜が得られる(Figure 6.5)。ナノレベルの組織化できることから注目
されているテクニックである[35]。真空蒸着法は、専門的で高価な装置と特殊な固体
基板が必要である。溶媒キャステイング法は、均一な厚みの膜を作成することが困難
であり、スピンコーティング法と同じく基板の輪郭に従わない弱点もある。中で、最も利
用されているのは、LB法である。LB法によって作成した膜は、高度に秩序化され、均
一な厚みの膜を作成することができる。しかし、いくつかの弱点もある。それは、LB法
に用いる固体基板が滑らか、均質、定型でなければならない。また、製造段階におい
て高価な器械が必要であり、前の層にできた欠陥が後続の層によってカバーできない
などである。 
LbL法は、とても堅牢、再現可能、低コスト、環境にやさしいなどの利点を有する。常
圧・常温条件において操作できることから、真空蒸着法のような高価な装置は必要で
はない。以外の方法は、特殊な材料としか組み合わせることができないことに対して、
LbL法は、様々な材料(ポリマー、複合材料、粘土、タンパク質、色素、カーボンナノチ
ューブ、ナノ)と組み合わせることができる。また、そのような修飾材料をLbL法を介し、
シリカ、金、白金、プラスチック、ガラス、石英、ステンレスステル、粘土、ナノ粒子、血
球、コロイド粒子などの表面に修飾することができる。LbLにおけるプロセスは、すべて
自動化され、短時間で実行でき、精密に制御したサブナノメートルレベルで均一な厚
みの膜などの利点から前例のないテクニックとも評価されておる。 
帯電表面上にLbLテクニックを利用し、高分子電解質を沈着する方法は、薄膜の表
面特性の高感度、多目的などの利点につながることが証明された。高分子電解質と表
面電荷の静電的相互作用は、高分子電解質の水溶液中からの吸収のため、表面電
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荷が反転する。さらに、別のプラス電荷またマイナス電荷を吸収する可能性もある。同
様に荷電種と高分子電解質のいずれかを置き換えることにより、タンパク質、無機ナノ
粒子の取り込みが可能になる。LbLテクニックは、平面構造に限らず、コロイド粒子コ
ートと多層膜との様々なコンポーネットまた、テンプレート化された粒子の溶解による中
空多層カプセルの形成にもつながる。 
 
 
 
Figure 6.5. Schematic diagram of Layer-by-Layer method. 
 
従来の多層膜は、排他的に強い高分子電解質から形成されるが、弱い高分子電解
質から成る多層膜もますます注目されている。LPG のような光ファイバーは、LbL を介
し、各種の機能性化学物質を沈着させ、センサーのセンシング特性を増加させること
ができる。例えば、LPG 光ファイバーを帯電性高分子ポリマーの水溶液中に浸漬さる
ことによってファイバー表面でカチオン性とアニオン性ポリマーの静電作用が働き、交
互積層膜が形成される。その多層膜の静電的相互作用と LPG 光ファイバーの特有な
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屈折率変化を利用し、新規の化学センサーとしての応用が期待されている。 
 
6.3低分子代謝物の検出 
6.3.1ポルフィリンの光吸収特性に基づいたアンモニアガス検知 
ポルフィリンおよびその誘導体は、多くの重要な生化学プロセンスにおいて使われ
る。光合成や酸素の輸送などに深く関連することは、よく知られたことである。効率のよ
い電気的また光学的利点を利用して、人工光合成、太陽電池、ガスセンサー、非線形
光学、分子電子学、スマートバイオ材料、触媒、水素の光学的製造などの領域で幅広
く活用されている。非共有結合のπ-π相互作用、静電的相互作用、水素結合、金属コ
ーディネーションなどがその分子間の駆動力として働く[36]。これらのアッセンブリは、
主に二種類に分類できる。それは、J会合体とH会合体であり、それぞれside-by-side、
face-to-face構造なっているポルフィリンのJ会合体とH会合体の変化が多層膜の密度、
静電的相互作用の強さまたは特定のUV光に対する吸収などの特性と強く関係するこ
とから、ますます関心が高まっている[37]。 
ポルフィリンは、四つのピロールがメチン基によって結合した環状化合物で、π 電子
の共役した骨格構造を持ち、紫外可視領域に強い吸収帯を持っている。ポルフィン
(porphine)骨格にある 12 個の水素原子の一部がメチル基、ビニル基、フェニル基など
に置換した化合物の総称がポルフィリン(porphyrin)である。ポルフィリンは、超分子を
形成する分子として知られており、代表的な超分子形として J 会合が存在する[38]。
分子の一次元鎖を形成する J 会合体と呼ばれる色素分子の集合体は、1936 年に
Jelly と Scheibe によりそれぞれ独立に発見され、Jelly の頭文字をもって命名された
[39]。この J 会合体は環状ではなく準一次元的なリボン状と考えられており、励起状態
が非局在化するという特徴を持つ。 
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ポルフィリンのピロール骨格には 26個の π電子が含まれる。二重結合が共役した多
くの共鳴構造が存在するが、そのうち寄与の大きいものは 18員環の 18 π電子である。
この共役 π 電子系は強い芳香族性を備えている[40]。26π 電子共役系における π 電
子の遷移に基づいて、ポルフィリンは紫外～可視波長領域に強い吸収スペクトルを持
つ。 
ポルフィリンの透過スペクトルは、400 nmに明らかな大環状化合物のエキシマ共役
の強力なソレーバンドが観察できる。ポルフィリン単位分子の芳香族特性は、大きな熱
安定性、2＋充電状態、ポルフィリンの中心環のπ-π相互作用のために起こるポルフィリ
ンの凝集傾向に大きな影響を与える。最も一般的な会合体の構造は、J会合体と呼ば
れる。ポルフィリンのJ会合体は、酸性条件また有機また無機カチオンが存在するとき
に発生する。他の凝集構造は、ポルフィリン同士間のスタッキングによって形成される
H会合体である。ポルフィリン凝集体の変化は、一般に透過スペクトル上のソレーバン
ドのシフトによって観察できる。 
ポルフィリンであるtetrakis-(4-sulfophenyl) porphine (TSPP)とポリマーのPDDAの相
互積層膜は、石英基板、光ファイバー、シリコン基板上への固定が可能であり、前述
のようなポルフィリンの凝集は、それらのデバイスに固定しても透過によって明らかなH
会合体とJ会合体の変化が観察できる。しかし、ポルフィリンの吸収スペクトルは、溶剤、
酸化還元反応、中心N2原子のプロトン化や金属イオンの錯体化、構造変化(平坦化、
歪み)による電子変化、ポルフィリン間の相互作用（π-π相互作用、静電相互作用など）
などの要素に影響される。 
一方、水溶性ポルフィリンの TSPP は、NH3 また揮発性有機化合物(VOC)ガスを検
出するガスセンサーとして利用された。今回注目したのは、LPG 光ファイバー上に
TSPP/PDDA 相互積層膜を作成する研究である。ポルフィリンの明らかな構造変化及
び光学的特異性からポルフィリンをセンサーに応用する研究は以前より積極的に行わ
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れてきた[41,42]。我々はこれまで、LbL法を利用して作成したポルフィリンとポリマーの
交互積層膜を利用した光ファイバー型ガスセンサーの NH3 センシング能について検
討した[43]。簡単な製膜法によって作成し、数百 ppb の NH3ガス検知が可能であるこ
とが期待できるだけでなく、測定濃度範囲内で高い定量性が示唆された。 
ここで、PDDAおよびTSPPから成る多層ナノ組み立てられた薄膜で修飾されたLPG
光ファイバーに基づいてアンモニアガス検出のためのセンサーの作製を報告する。セ
ンサー感度および選択性は、アンモニアガスおよび潜在的な干渉ガスの異なる濃度
の変性LPG装置の露光によって試験した。センサー応答の膜厚さの影響を調べた。ま
た、初めて、我々の知る限り、PDDA/TSPP膜のRI値は、アンモニアガスに暴露する前
と後のLPG屈折率測定装置の性質を用いて推定した。 
 
 
Figure 6.6. Schematic of the deposition of a film containing PDDA and TSPP onto an 
LPG optical fiber. 
LPG
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Figure 6.7に示すように、PDDA/TSPP薄膜の堆積によってLPGのTSは、劇的な変
化を受け、15層膜の堆積の後に、共振帯域の710および794 nm付近にLPG光ファイバ
ーの減衰バンドの二つの共振帯域が観察された。LPG 光ファイバーのTSの変化は、
表面のPDDA/TSPP薄膜のRI、光学的厚さ(OT)、及び幾何学的な厚さなどの薄膜の
光学特性に影響するパラメーターの変更に起因する。その結果は、以前の報告とよく
一致している。薄膜の最外層がTSPPの場合は、LPG光ファイバーの TS 変化が最も
顕著的であったことから、TSPPの会合体がPDDA層と比べもっと高いRIを有することが
示唆された。 
 
 (a) (b) 
 
Figure 6.7. Changes in the transmission spectra of the LPG optical fiber as the number 
of layers deposited (marked next to each line) increased, when the outermost layer was 
(a) PDDA and (b) TSPP. 
 
Figure 6.8に示したように、水溶液中のTSPPと比較し、PDDA/TSPP交互積多層膜
の場合は、H 会合体(430 nm),J 会合体 (485,700 nm)が形成された。それは、溶液中
のモノマー体が急速に溶解し、反対に帯電するPDDA層表面へ吸着し、HまたはJ会
合体の形成に繋がった。それらのポルフィンの会合体の形成は、PDDA層への吸着と
J会合体の形成が表面電荷の飽和を超え、継続し、多層膜の構築に必要な反対な電
荷を持ったことを示唆する。また、H会合体の吸収ピークは、1層目の414 nmから430 
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nmへレッドシフトしたことも過剰な吸着を支持する。交互積層膜を作製する時に、
TSPPおよびPDDA層の固定に伴うポルフィリンの会合体変化が観察できた。TSPP層
の上にPDDA層を固定すると、TSPPのJおよびH会合体がなくなり、TSPP の単量体ピ
ークだけが残った。以前は、PDDAに浸漬すると、PDDA層と静電的相互作用がない
TSPP会合体が膜から脱離したと報告された。しかし、一層目のTSPP膜は、413 nmに
TSPPのモノマー体ピークが観察されたが、膜数の増加と共に、413 nm付近のモノマー
体吸収がなくなり、結果として過剰吸着によってTSPP分子間のπ-π構造を保ちながら、
TSPP中心環の少なくとも四つ中の二つの空いているアニオン性吸着サイトを利用し、
よくPDDA層と静電的相互作用を介し、多層膜の構築を可能にするTSPPのH会合体
に変化した。水溶液中のTSPPは、膜形成前すでにH会合体を持っていることから、
TSPPのH会合体のPDDA層の上において形成しやすくなったと考えられる。また、
TSPP膜がPDDA水溶液(pH=5.7)に浸漬し、比較的に高いpH環境になると、TSPPの大
員環中心プロトンが脱離し、J会合体のみならずH会合体間の静電的相互作用も効か
なくなり、413 nm付近にある  TSPP のモノマー体に変化した。しかし、後続の
TSPP(pH=4付近)の吸着によって、低いpHの環境下で元々あったTSPPのモノマー体
と新たに溶液から供与されたTSPP分子と相互作用を強くなり、会合体を形成したと考
えられる。 
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 (a) (b) 
 
Figure 6.8. UV–vis absorption spectra of a PDDA/TSPP alternate film produced using 
five deposition cycles when the outermost layer was (a) PDDA and (b) TSPP. The insert 
in (b) shows the relationships between the absorbances at 429, 485, and 700 nm and the 
number of deposition cycles performed. 
 
 
 
Figure 6.9. UV–vis absorption spectra of a PDDA/TSPP film deposited using five cycles 
before and after the film was exposed to HCl vapor produced by a 0.1 M HCl solution, 
and transmission spectra of a PDDA/TSPP film deposited using fifteen cycles before and 
after the film was exposed to HCl vapor produced by a 0.1 M HCl solution. 
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TSPPのJ会合体は、比較的に高いRIを持ち、酸性または塩基性ガスの暴露によっ
て分子中心のプロトンの出入りが簡単に実現でき、ガス検知の高感度である。そのた
め、PDDA/TSPP多層膜中のJ会合体を増加させるためには、アンモニアガス暴露実験
が行なわれる前に、LPG光ファイバーセンサーをHClガスに曝露した。薄膜にプロトン
を与えることによって、TSPPのJ会合体の量が増加し、センサーの感度の向上につな
がる二つの共鳴バンドは、それぞれ、710と794 nmから709と804 nmへシフトされた。
LPG光ファイバーは、増加するアンモニアガスの濃度に対して減衰バンドのシフトが
0~50 ppmの濃度範囲内で直線的であった、Figure 6.10。直線範囲内のアンモニアに
対する薄膜の感度は、0.7 nm/ppmであると推定された。検出限界（LOD）は、Figure 
6.10bのデータから計算して0.67 ppmの（3σ = 0.47 nm）であると推定された。スクロース
溶液は、LPG 光ファイバーのRIに対する応答性を確認し、アンモニアガスの暴露に
同程度のRIの推定を行なった、Figure 6.10b。アンモニアへの暴露前後の15層の
PDDA/TSPP 薄膜のRI値は、それぞれ1.3585及び1.4643であると推定した。アンモニ
アへの曝露後のPDDA/TSPP薄膜の大きなRIの変化は、構造変化に起因することが
最も高い可能性を示した。すなわち、TSPPは、J-会合体からモノマーに変形する時に、
RIが1.4643より1.42の減少が報告されている[44]。その報告によると、水の上に単層と
してTSPPのRIを測定したため、本研究の薄膜構造として使用されたTSPP会合体のRI
の違いに起因する可能性がある。 
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(a)                           (b) 
 
Figure 6.10. (a) Changes in the transmission spectra and (b) responses of the sensor when 
the LGP sensor coated with a PDDA/TSPP film produced using fifteen deposition cycles 
was exposed to ammonia gas, where 0 ppm means pure water vapor (containing no 
ammonia). 
 
LPGは、6、9および15層のPDDA/TSPP膜で改質され、膜の厚さのセンサー性能へ
の影響を調べた。異なる膜厚を有するLPGのTSに見られる変化をFigure 6.11示す。15
層膜を有するセンサーは、他のセンサーよりも感度が高かった。最も敏感なセンサー
が100 ppmのアンモニアに暴露されたときの二番目の共鳴バンドの波長のシフトは、約
16 nmであると推定された。一番目の共鳴バンドの透過率の変化は、同様な傾向を示
した。より厚い膜で被覆されたLPGのアンモニアに対する改善された感度は、アンモニ
アが結合される可能性のある部位の数がより厚い膜でより高くなることによって引き起
こされた可能性がある。膜厚が厚くなると指数関数的に応答が増加した。 
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Figure 6.11. Comparison of the wavelength shifts after exposed to 100 ppm ammonia 
and the transmission changes obtained using the sensors with films produced using six, 
nine, and fifteen deposition cycles. 
 
PDDA/TSPP 膜で修飾された LPG センサーがアンモニアを検出するメカニズムを
Figure 6.12に示す。最初に、TSPP分子は、主に PDDA層上の J-凝集体の形態で吸
着される。TSPP をアンモニアガスに暴露すると、TSPP が脱プロトン化され、単量体状
態に戻る。これは、J会合体をひずませて希釈し、膜の RIを減少させ、膜の TSを変化
させる。PDDA/TSPP 膜が HCl 蒸気に曝されると、TSPP は、再びプロトン化され、J 凝
集体が膜内で形成され、RIを増加させる。 
Figure 6.12の UV-vis スペクトルから明らかに示したように、TSPPは、HClおよびア
ンモニアの存在によって引き起こされるプロトン化および脱プロトン化反応によって、
H2TSPP
2-および TSPP4-の間で変換することができる。膜をアンモニアおよび HCl に繰
り返し曝露すると、NH4Cl が副生成物として生成される。必要に応じて水洗することに
より NH4Cl を容易に除去することができる。Figure 6.12 から分かるように、8 より高い
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pH条件下で生成される単量体 TSPP4-（遊離塩基形態）は、413 nmに強い Soretバン
ドを示し、pH 8 未満では、Soret が 435nm にレッド偏移し、単量体 H2TSPP2-（二酸形）
が形成される。450 nm 付近の吸収バンドが帰属される膜中の双性イオンポルフィリン
H2TSPP
2-は、プロトン化されたピロール環とスルホン酸基との間の静電相互作用のた
めに J 会合体を形成することができる。これが起こると、Soret バンドが 485 nm で生成
され、Qバンドが 700 nmで生成される。アンモニア分子は、TSPPの J-凝集体からプロ
トンを受け取ることによってアンモニウムイオンに変換される。これにより、2 つの J 凝集
吸収バンドが完全に消失し、膜は、410 nm 付近で遊離塩基モノマー（TSPP4-）の吸収
バンドのみを生じる。 
PDDA/TSPP 膜の選択性を確認するために、我々は、空気中で飽和していた揮発
性有機化合物または揮発性有機アミンのようないくつかの潜在的妨害ガスに石英プレ
ート上に堆積し、HCl 蒸気処理した 10 サイクル膜を暴露した後の UV-vis 測定を行っ
た。クロロホルム、アセトン、メタノール、エタノール、酢酸、ベンゼン、トルエンなどの有
機揮発性物質の UV-vis スペクトルには、明確な変化は観察されなかった。2 つの
Soret バンドおよび Q バンドの顕著な光学的変化は、トリメチルアミン、トリメチルアミン
およびピリジンのような有機アミン蒸気に暴露によって引き起こされた。PDDA/TSPP膜
が、アンモニアおよび揮発性有機アミンの両方に対して十分な交差感度を示すことを
意味する。しかし、アンモニアに対するその感受性は、使用される揮発性有機アミンよ
りはるかに良好である。 
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Figure 6.12. (a) Evolution of the UV–vis absorption spectrum of a PDDA/TSPP film 
produced using five deposition cycles on a quartz plate. The black line is for the as-
prepared film, the green line for the film after it had been exposed to HCl vapor produced 
by a 1.0 M HCl solution, and the blue line is for the film after it had been exposed to ca. 
500 ppm ammonia gas. (b) Schematic of the mechanism through which the PDDA/TSPP 
film deposited on an LPG fiber senses ammonia. 
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6.3.2高分子電解質薄膜の屈折率変化に基づいたアンモニアガス検知 
高分子電解質は、高分子が水またイオン化溶媒に溶解すると高度な電解性高分子
になる。このような高分子の解離は、通常、分子の保持する電化が中和になる傾向が
あるため、より小さい反対に帯電した対イオンを伴っている[45]。高分子電解質は、低
イオン強度の水溶液中に存在する時に拡張されたと巻かれていない部分が分子内の
各モノマー単位にシールドの電荷の分子内反発力のために形成する傾向がある。ま
た、水溶液のイオン強度が増加するにつれ、溶液中での小さな塩の対イオンの過度の
存在によって、ポリマーの電荷の遮蔽効果のために厚く、より多くのコイル状になる。
高分子電解質の選別は、チューニングの厚み[46]、均一性[47]、安定性[48]、膨張
[49]、透過性などの重要な要因となる。また、他の重要な特性は、自然状態の高分子
電解質と Layer-by-Layer 長薄膜のコンポジットまたはアセンブリによって変更される
[50,51]。 
高分子電解質は、豊富なプラスまたマイナス電荷を有することから、有力的なLbL法
を介して高分子電解質の多層超薄膜が簡単に得られる。LbL法による高分子電解質
の多層薄膜は、再現性の吸着が不可逆的なフィルムが安定であり、表面被覆率が良
好である。薄膜形成は、簡単、安価、堅牢、清潔で、多彩などの特徴を有する52]。高
分子電解質は、特定の化学種であり、水とイオンを保持するため容易に二次関数を組
み込むことができる[52,53]。 
弱高分子電解質は、解離程度が強くpHに依存するなどの豊富な特性を有するため、
多層薄膜の作成材料として研究されてきた。PAH/PAAの多層膜は、吸収液のpHに敏
感に依存する。特定のpHおよびイオン強度の条件下で形成されたPAH/PAA多層膜
は、ポスト準備時に低いpHの水また塩を含んでいない水に浸漬させると、マイクロおよ
びナノポーラス膜を形成する形態学的に変化することができる。また、弱PE多層膜が
アクセス可能な反応部位を用いて調製できることが示されている[54]。  
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高分子電解質多層膜は、基板上に反対に帯電した高分子電解質の規則的に静電
吸着することにより調製することができる。様々な組織化のパラメーターの制御によっ
て、多層薄膜の厚み、内部構造、および表面粗さにわたって良好なコントロールを得
ることができる[54]。Layer-by-Layer (LbL)吸着法により、作製した高分子電解質多層
薄膜は、すでに広範囲にわたって研究されており、センサー[56-58]、薄膜[59]、薬物
伝送剤[60-62]としての潜在的な応用が実証された。完全に pH の広い範囲で充電さ
れたまま強い高分子電解質とは異なり、弱いシステムの電荷の割合は、自己組織化の
pH を調整することができる。カチオン性ポリマーの Poly(allylamine hydrochloride) 
(PAH)、poly(diallyl dimethyl ammonium chloride) (PDDA)およびアニオン性ポリマー
の Poly(acrylic acid) (PAA)は、多くの特異な性質を示すことができることから、最も研
究されている高分子電解質である。PAA ポリアクリル酸は、アニオン性高分子電解質
であり、PAA のカルボキシル基と NH3 との強い化学結合の相互作用で簡単に高分子
電解質の多層薄膜を得られる。 
 
 
Figure 6.13. Chemical structures of the compounds used for film preparation and 
schemetic illustration of an LPG fiber. 
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PAH/PAA または PDDA/PAA 膜の堆積中、LPG の TS は劇的な変化を受ける。
Figure 6.14a,b にそれぞれ示されるように、2 つの代表的な共鳴バンドは両方の場合
において反対方向にシフトする。堆積サイクル当たりの平均波長シフトは、PDDA/PAA
膜については第 1および第 2の共鳴バンドについてそれぞれ 3.4および 5.5 nmであ
り、PAH / PAA膜についてはそれぞれ 8.9および 13nmであると推定される。最外層が
PAA である場合、TS の変化はより顕著であり、膜の OT が吸着された PAA の量に依
存することを示している。堆積サイクルの増加に伴う線形波長シフトは、膜が均一に堆
積されることを実証する。 
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Figure 6.14. TS changes of the LPG optical fibre after deposition of PAA: (a) PAH/PAA 
and (b) PDDA/PAA films, respectively. 
 
コーティングされた LPG 繊維をアンモニア濃度の増加にさらすと、第 2 の共鳴バン
ドの直線的な波長シフトが両方の場合で観察された（Figure 6.15）。Figure 6.15 のデ
ータから計算された検出限界（LOD）は、それぞれ 7 サイクルの PAH/PAA および
PDDA/PAA 膜について 10.7 ppm および 2.3 ppm（3σ=0.47nm）であると推定された。
センサー応答は、PAA 溶液を用いて LPG センサーを約 3 分間洗浄した後に再生す
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ることができた。5分。興味深いことに、両方のLPGセンサーは、トリメチルアミン（TEA）、
トリメチルアミン（TMA）、エタノール、およびメタノールなどの他のアミンおよび非アミン
化合物（飽和ガスとして）と比較してアンモニアに対する優れた感度を示した。LPG セ
ンサーを飽和非アミン化合物に暴露した場合、測定可能な変化は観察されず、飽和
TEAおよび TMAガスは、100 ppmのアンモニアガスへの暴露に応答して測定された
ものよりも比較的小さな波長シフトを示した。アンモニアの優れた結合性は、他のアル
キルまたは芳香族アミン化合物よりもはるかに優れた膜溶解性に帰することができる。
膜の RI の増加は、二重層の静電相互作用の変化による薄膜の密度の増加を示唆し
ている。 
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 (a)                          (b) 
 
Figure 6.15. (a) TS changes of the LPG fibre modified with a 7-cycle PAH/PAA film at 
the exposure to different concentrations of ammonia gas and (b) dependence of 
wavelength shifts and TS changes of the 2nd resonance band upon the ammonia gas 
concentration. 
 
Figure 6.16 は、すべての場合でシミュレーション結果と一致している Si ウエハ上に
調製 PAH/PAA 膜（データは示していない）の反射スペクトルを示す。7 サイクル
PAH/PAA 膜の厚さは約 10 μm であると推定された。Si 基板上のその反射スペクトル
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から 180 nmの厚さを示し、堆積された各二重層は約 10 nmの厚さを示す。25±3 nm。
得られた RI値および厚さ値は、アンモニア結合のために PAH/PAA フィルムの OT の
変化を計算するためにも使用することができる。1000 ppm のアンモニアガスに暴露し
た後、Figure 6.16eに示すように、干渉極大における 116 nmの波長シフトが観察され
た。この波長シフトは、PAH/PAA膜の OTでは 58 nmであった。 
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Figure 6.16. (a) Reflection spectra of the films with different PAA deposition layers and 
(b) film thicknesses calculated from the reflection spectra. (c) Reflection spectra of the 7-
cycle PAH/PAA film after exposure to different concentrations of ammonia gas and (d) 
the corresponding OT changes. 
 
アンモニアガス吸着により誘起される OT の変化を明らかにするために、アンモニア
ガス暴露前後のセンサー膜の形態変化を調べた。Figure 6.17 は、アンモニアガス（約
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3000 ppm）に暴露する前後に記録された PDDA/PAA7層膜および PAH/PAA7層膜の
表面形態の AFM画像を示す。PDDA/PAA膜および PAH/PAAの 7層膜の表面平均
粗さは、21.1 nmから 18.3 nmへのアンモニアガスおよび 32.1 nmから 17.1 nmへの暴
露後に減少する。通常、AFM は、幅ではなく表面上の高さに関するより正確な情報を
提供する。この目的のために、2種類の最も薄い PAH/PAA交互膜、PAH/PAAおよび
PAH/PAA/PAHを Si基板上に調製し、外科用ナイフを用いて傷つけた。製造された膜
としての二つの膜の厚さは、基材の引っ掻き底から測定した高さの平均から推定した。
データの信頼性については、各膜上の 9 点を選択した（データは示していない）。この
アプローチを使用して、上記膜は、アンモニアに暴露する前に、それぞれ 36.2±7.1 お
よび 42.0±6.3 nmの平均厚さを有することが見出された。したがって、個々の PAHおよ
び PAA層の厚さを約 6 nm、30 nm と予測することができる。一方、アンモニアガス暴露
後、PAH/PAA 膜では 36.2±7.1 nm から 43.2±11 nm に、また、PAH/PAA 膜では
42.0±6.3 nmから 22.8±6.7 nmに膜厚みが変化した。 
 
 
(a)                (b)               (c)                (d) 
 
Figure 6.17. AFM images of the surface morphology of the 7-cycle (a and b) PDDA/PAA 
and (c and d) PAH/PAA films before (a and c) and after (b and d) exposure to ammonia 
gas (3000 ppm), respectively. 
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Figure 6.18. (a) Thickness changes of the PAH/PAA and (PAH/PAA)1PAH films after 
exposure to ammonia gas (3000 ppm). Schematic illustration explains the mechanism of 
the morphological changes of both films. 
 
PAH/PAA/PAH 膜の厚さの減少は、膜密度の増加に関する当業者の仮説を立証す
るものである。反射率および AFM結果に基づいて、PAA固定 LbL膜の収縮はアミン
分析物の吸着によって誘導され、OT 増加（膜密度の増加）の重要な要因となると結論
付けることができる。我々は、厚さを決定するために使用される AFM 法は、我々の膜
厚計算の有効性を検証する効果的かつエレガントな手段であると考えている。 
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Figure 6.19. Schematic illustration of the morphology change in the PAH/PAA film after 
exposure to ammonia gas. 
 
6.3.3分子インプリント法に基づいたLPG光ファイバーセンサーの選択性
向上 
生体では、多様な化学反応が高効率で緻密に制御され、それによってあらゆる生
体機能が生まれている。それらの生体機能の中で最も基本的なのが、極めて高度な
分子認識機能である。分子インプリント(MI)は、高い選択性、繊細な分子認識能力を
有する技術であり、1949年にDickeyらによって初めて報告された[63]。無機系MI技術
は、生体高分子に比べ簡単かつ安価に生産でき、物理的・化学的安定性も高く、複
雑な有機物との適合性及び柔軟かつ安定な構造などの利点を有するため、各種セン
サー素子、吸着材、レセプター機能を持つ生体模倣膜などへ応用できる。分子インプ
リント薄膜の作成法として、ゾルゲル[64]、気相表面ゾルゲル[65]、液相堆積法[66] 及
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びスピンコーティング[67]などが報告されている。分子インプリンティングするために、
シリカゲルおよび有機ポリマーは、一般的な材料として働き、これらの材料に結合する
架橋剤を介してテンプレートができるとして使用される。一方、Leeらは、表面ゾルゲル
法を利用して酸化チタンと有機物からなる有機無機ハイブリッド薄膜を作製して分子イ
ンプリントナノ薄膜として機能することを初めて報告した[68]。金属酸化物材料の分子
インプリント膜は、複雑な有機分子への適合性、柔軟な膜構造などの利点を有する。
しかしながら、このようゾル-ゲル法などの従来の有機溶媒プロセスにおいて、堆積種
が溶液内の任意の場所に形成されるため、反応プロセスを制御することは困難である
[69]。液相堆積法（LPD）は、金属酸化物の水溶液から膜を作製することがよく知られ
ている。LPD法は、水溶液中における金属フルオロ錯体の加水分解平衡反応を利用
した酸化 
物薄膜を水溶液から基板上に直接合成する方法であり、反応の概要は以下の反応
式で表すことができる[70]。LPDのプロセスは、高エネルギーを必要としないことから、
金属酸化物は有機テンプレートを使用するのに適している。酸化チタン（TiO2）/無機
ハイブリッド薄膜は、LPD堆積プロセスによるタンパク質認識、L-グルタミン酸インプリ
ンティングとして報告されている[71,72]。他の膜技術と比較して、LPD技術は低温、低
コストで信頼性の高い方法であり、それは、下部（水性前駆体に基づいて）資本設備コ
スト、エネルギー効率、および高い柔軟性を提供する。LPDによって調製薄膜の密度
は、蒸着、ゾル-ゲル法などの他の方法により調製された膜よりも高い。さらに、酸化チ
タン、それはまた、光触媒として機能することができ、機能材料として注目を集めた。ま
た、これまでの分子インプリント実験では、テンプレート分子の吸着を確認するために、
主に使用されるセンサーデバイスは、水晶振動マイクロバランス(QCM)であり、デバイ
スが高価で外部条件(湿度、温度)に影響されやすい弱点がある。また、石英基板上に
分子インプリント膜を作製して光吸収を持っているテンプレートの吸着による光吸収の
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変化を観察するのが一般的な手法である。本研究では、液相堆積法(LPD)を利用し、
TiO2材料とポルフィリン分子のtetrakis-(N-methyl-piridinium-4-yl) (TMPyP)の有機無
機ハイブリッドMIナノ薄膜を長周期格子光ファイバー(LPG)に応用し新規高選択性の
化学センサーの開発を試みた。屈折率(RI)の摂動に対するLPGの高感度は、光ファイ
バーセンサーとしての広範な研究に繋がる。テンプレート分子の除去及び再結合に伴
う薄膜のRIの動的変化に基づき、センサーは、有機芳香族カルボン酸(ACAs)と比べ、
テンプレート分子であるカチオン性のTMPyPに対し高い選択性を示唆された。LPD 
法は、従来のゾルゲル法と比べ、製膜時に有機物に損傷を与えることがなく、低い必
要なエネルギー、柔軟かつ高密度な薄膜構造などの利点を持つ。本研究成果は、光
ファイバーに基づいた光学検知技術の可能性だけではなく、センサー素子に向けた
無機金属MI 薄膜の新たな可能性を示唆している。 
長さ30 mm、周期97 mのLPGは、周波数4倍のYAGレーザーを用いた光シングル
モード光ファイバ（PS750、Fibrecore）で、point-by-point方式で作製された。（NH4）
2TiF6（100 mM）、H3BO3（500 mM）およびTMPyP（1.0 mM）水溶液を含むLPD反応溶
液 [(NH4)2TiF6:H3BO3:TMPyP = 4.5:4.5:1, v/v] に LPG を 浸漬 し た 。 堆積後 、
TMPyP/TiO2膜改質LPGを60℃のオーブン（湿度90％）で12時間保持した。100 mM
（NH4）2TiF6水溶液と500mM H3BO3水溶液とを1：1の割合で混合することによって非イ
ンプリントのTiO2膜形成溶液を調製した。TMPyP/TiO2膜も、LPGセンサーの作製に用
いたのと同じ方法で石英基板上に堆積させた。TMPyP/TiO2膜を0.01 MのHClに15分
間浸漬してTMPyPテンプレートを除去した。さらに、TMPyPインプリント膜（以下、MI膜
と称する）をアンモニア水溶液（5wt％）で5分間処理して、テンプレートの再結合前に
膜の負電荷を陰性にした(Figure 6.21)。 
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Figure 6.20. Chemical structures and abbreviations of the compounds used for molecular 
imprinting and photodegradation experiments. 
 
 
 
Figure 6.21. Schematic illustration of the process of modifying the surface of the optical 
fiber LPG with a molecularly imprinted film. 
 
3つのLPG共鳴帯 692、775および888 nmが4.5時間堆積後に新たに観察される。
LPD膜堆積中、位相整合点における共振帯域が形成されるので、透過率は775 nmで
減少する。約775 nmのバンドは、4.5時間の成膜後、約692 nm（第1バンド）および888 
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nm（第2バンド）の2つのバンドに分割される。さらに、熱処理後、約690 nmでの第1の
共鳴バンドの青色シフトおよび約905 nmでの第2の共鳴バンドの赤色シフトが観察さ
れる。このことは、熱処理の際にTiO2被覆の結晶化度が増加することを示唆している。
その結果、TMPyP/TiO2膜のRIが向上する。 
 
 
 
Figure 6.22. TS of the LPG optical fiber upon deposition of the (a) TMPyP/TiO2 film and 
(b) NI-film for 4.5 h, and after heat-treatment at 60 °C (humidity 90 %) for 12 h, measured 
in water and air. 
 
Figure 6.22 は、60℃で 12 時間の熱処理前後の TMPyP/TiO2膜と NI 膜の表面形
態を比較している。対照的に、TMPyP/TiO2膜は均一なナノサイズの粒子（約 5~10 nm）
から形成される（Figure 6.22c）。両方の膜について 60℃での熱処理後に構造変化は
見られない（2b および d）。Figure 6.22b および d は、シリコン基板上に形成された NI
膜および TMPyP/TiO2膜の画像を示す。TMPyP/TiO2膜は、TMPyP/TiO2膜上に堆積
された TiO2粒子がより小さいので、NI-膜に比べて非常に透明である。 
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Figure 6.23. Comparison of the SEM images of the films deposited on silicon wafers. (a) 
NI-film after 4.5 h deposition and (b) after 12 h heat treatment at 60 °C. (c) TMPyP/TiO2 
film after 4.5 h deposition and (d) after 12 h heat treatment at 60 °C; The insets in (b) and 
(d) show photographs of the NI-film and TMPyP/TiO2 film prepared on the silicon 
substrate, respectively. 
 
LPD に基づく TiO2 膜は、式（1）の反応に従って光ファイバーの表面上に堆積させ
ることができる。（2）および（3）を満たす。TiO2 の表面は、水溶液中で容易にヒドロキシ
ル化され、2 つの特有のヒドロキシル基を形成する（式（4））。TMPyP の p-トルエンスル
ホン酸（p-CH3-ph-SO3-）対アニオンとの TiO2 表面上のヒドロキシル基のイオン交換反
応（式（5））を介して、TMPyPが TiO2マトリックスに組み込まれる可能性がある。周囲の
水溶液の pH は TiO2の表面状態に影響を及ぼし、表面電荷はある pH でバランスす
る。調製したままの TMPyP/TiO2 膜の表面電荷は、式中の酸塩基平衡に従って制御
することができる。（pH）（HCl処理）およびより高い pH（アンモニア処理）にそれぞれ対
応する（6）および（7）膜の HCl 処理は、TMPyP と TiO2 マトリックスとの間の静電相互
作用を弱くする。その結果、TMPyP分子を膜から除去することができる。 
 
(NH4)2TiF6 + 2H2O → TiO2 + 2NH4F + 4HF                   (2) 
           H3BO3 + 4HF → BF4– + H3O+ + 2H2O                      (3) 
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Ti–O–Ti + H2O → 2TiOH                              (4) 
4TiOH + TMPyP4+(4p-CH3-ph-SO3
–) → 
 4TiO– + TMPyP4+ + 4p-CH3-ph-SO3H               (5) 
TiO– + H+ → TiOH                                 (6) 
TiOH + OH– → TiO– + H2O                             (7) 
 
更に、センサーのTMPyP溶液(0~100 M)の浸漬実験を行い、LPGの減衰バンドの
挙動を観察した。本研究のLPGセンサーの特徴としては、修飾膜の屈折率の増加と共
に、初めに1stと2ndの減衰バンドがそれぞれ、730 nm及び930 nm付近まで逆方向にシ
フトして、次に775 nm付近の3rdの減衰バンドが形成され、その透過率が増加する。つ
まり、本研究のLPGセンサーの減衰バンドを確認するために、二段階のピークの変化
を確認する必要がある。一方、上記の異なる濃度のスクロース溶液で浸漬する結果と
比べ、スクロース溶液の浸漬は、単なる1stと2ndの減衰バンドの波長の変化だけで、
3rdの減衰バンドの変化が見られなかった。Figure 6.24に示したように、低濃度の1 M
を浸漬することによって、LPGの透過スペクトルから明らかな減衰バンドのシフトが確認
できた。センサーのTMPyP 溶液(0~100 M)の浸漬実験結果をFigure 6.24cにまとめ
た。そして、TMPyPの浸漬の後に、LPG表面を水の洗浄、窒素で乾燥を行なった後に
LPGの減衰バンドを確認すると、濃度に応じて減衰バンドのシフトが確認できた。つま
り、TMPyP分子は、酸化チタン膜と結合していることがわかった。 
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Figure 6.24. TS of the MI-film-modified LPG upon rebinding with different 
concentrations of TMPyP in (a) water and (b) air. (c) Calibration curves plotted from 
wavelength shifts of the 1st and 2nd resonance bands in water, and the 2nd resonance 
band in air. 
 
Figure 6.25は、MIおよび NI膜のテンプレートおよびゲスト分子への暴露時の第 1
および第 2 の共鳴バンドの波長シフトを比較する。NI 膜は、2〜7 nm の波長シフト範
囲において試験された化合物の全てに対して小さな応答を示す。興味深いことに、MI
膜および NI膜の両方における MAおよび TAは、鋳型と比較して比較的大きな結合
を示す。この反応は、分子内に 6 個と 3 個のカルボキシル基を有するため、MA と TA
の場合の分子間水素結合に起因すると考えられる。これらの中で、いくつかのカルボ
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ン酸は、水分子がフィルムから除外される分子内水素結合を形成するために使用され
る。 
 
 
 
Figure 6.25. Comparison of the wavelength shifts upon exposure to the template and 
guest molecules for the MI- and NI-films. 
 
Figure 6.26b は、UV 光（λ= 352nm）の照射による色素濃度の減少を示す。熱処理
なしの MI 膜と比較して、熱処理された MI 膜の両方は、テンプレート照射のための光
触媒活性の実質的な増強を示す。TMPyPは 60℃、90℃で 300分間UV照射した後、
完全に分解する。これらの結果から、熱処理で作製したMI膜は結晶性が良好であり、
分子インプリンティングと熱処理の相乗効果により MI 膜の光触媒活性が促進されるこ
とが明らかとなった。 
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Figure 6.26. (a) UV–vis absorption spectra of the MI-film before and after heat treatment 
at 60 and 90 °C and upon TMPyP removal and rebinding in a 100 μM solution. The pink 
line shows the UV–
of TMPyP on the MI-films, which are prepared without heat treatment (black line), with 
heat treatment at 60 °C (red line), and with heat treatment at 90 °C (blue line), under UV 
irradiation assessed from the absorbance at 422 nm. 
 
第 1 および第 2 の共鳴バンドは、UV 照射下では 46 および 85nm、屋内可視光下
では 47 および 89nm の反対方向にシフトを示した（Figure 6.27a）。Figure 6.27b は、
800nmで測定したMI膜改質 LPGセンサーの動的強度変化を比較している。TMPyP
の吸着速度は、UV照射下の最初の 10分間で、屋内可視光よりも速い。興味深いこと
に、UV 照射下での TMPyP の光分解は、その飽和吸着後に起こる。UV 照射下での
TMPyPの吸着の増加は、2つの要因を考慮することによって説明することができる：第
一に、UV照射による結合部位の負電荷密度の増加、および鋳型分子と活性化された
TiO2マトリックスとの間の静電的相互作用の増強。第二に、MI膜への物理的吸着によ
って付着する不純物の分解。おそらく、これらの要因は、鋳型の再結合および光分解
 |  
 
224 
 
のためのさらなる活性部位を提供する。 
 
Figure 6.27. TS of the MI-film-modified LPG sensor prepared to explore its 
photocatalytic activity and (b) dynamic intensity changes of the MI-film-modified LPG 
sensor due to TMPyP rebinding measured at 800 nm under indoor visible light and under 
UV irradiation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 6.28. Schematic diagram of photocatalytic function of titanium oxide thin film. 
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6.3.4金ナノ粒子によるヒトポリアミン検知 
金は、古くから化学的安定性より装飾品や貨幣などに用いられ、近年ではそのユニ
ークな化学的および物理的な性質に基づいた実用的な応用に関心が高まっている。
例えば、金ナノ粒子(AuNPs)の場合、その良好な導電性によってナノ粒子内の自由電
子が集団的に振動し、共鳴波長の光のエネルギーを吸収する。その特性を生かして
特有の波長において電子の動きが最大となる共鳴が起きる。これを表面プラズモン共
鳴(Surface Plasmon Resonance, SPR)と呼ぶ[73]。 
AuNPs(5～200 nm)は、一般的に粒子のサイズに応じて 520～540 nmの波長にある
緑色光を吸収するため、その水溶液は赤または赤紫色を呈する。一方、粒子表面状
態の化学的変化により凝集が生じると、長波長領域散乱光が増大することで可視吸収
スペクトルが変化し、その色が青また紫へと変化する。AuNPs 水溶液の変色は、肉眼
でも観察できるため、AuNPs の特殊比色測定機能を利用し、アミノ酸[74]、ペプチド
[75]、メラミン[76]およびアミノ酸の誘導体[77]など、生命に深く関わる有機化合物の選
択的かつ高感度な検知が可能となる。その他に重金属分析[78,79]、トリニトロトルエン
(TNT)のような爆薬の検知[80,81]など、幅広く応用されている。SPR 特性以外に
AuNPs は、高い吸光係数、大きい表面積、容易な表面改質などの特徴を有する。
様々な AuNPs の合成法が今でも検討されてきたが、1951 年に Turkevitch によるテト
ラクロロ金(Ⅲ)酸四水和物のクエン酸還元法が広く利用されている[82]。また、1973 年
に Frensは、クエン酸三ナトリウムと塩化金の比率を変えることで AuNPsのサイズ(16～
147 nm)を制御できると報告した[83]。クエン酸還元剤を用いた AuNPs の調製は、粒
子表面がいずれもカルボキシル基によって保護されたアニオン性表面をもち、その表
面特性や安定性を利用して様々な化学分野で利用されている[84]。 
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Figure 6.29. Structures of the chemicals used in this study. 
 
ポリアミンは、人体内に約 20 種類が存在し、スペルミン、スペルミジン、プトレスシン
の 3 種類が代表的な例として知られている。本研究では、細胞の新陳代謝に深く関係
するスペルミンと酵素の活性化に作用するスペルミジンの 2 種類のポリアミンを検知対
象とした。Figure 6.30aに c-AuNPs溶液にスペルミン水溶液を混合した後の UV-visス
ペクトルを示した。スペルミンの濃度増加(0, 0.5, 1, 3, 5, 50 M)につれて、520 nmの c-
AuNPs の吸光度が減少した。これは、混合溶液中の c-AuNPs 濃度がスペルミンの添
加によって減少したためである。しかし、3 M のスペルミン水溶液を混合した場合(混
合液中のスペルミンの濃度は 1.5 M)、520 nm の SPR 吸収バンドが 660 nm 付近の
長波長側にシフトした。更に、より高濃度のスペルミン水溶液(5 M以上)の混合によっ
て 700 nm 付近に c-AuNPs の SPR カップリングによる新しい光吸収バンドが観察でき
た。 
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Figure 6.30. (a) UV-vis spectra of c-AuNPs in aqueous solutions of SPM at different 
concentrations and (b) dynamic responses obtained from the formula of A520+1/A700+1. 
 
c-AuNPs とスペルミンを混合した後の 520 nm と 700 nmの吸光度比を Figure 6.30b
に示した。5 M以上のスペルミン水溶液を混合することによって、700 nmの吸光度が
520 nmの吸光度を上回り、混合してから約 10秒後に 700 nmの吸光度が最大に達す
る素早い反応を示した。Figure 6.31aの光学イメージから分かるように、3 M以上のス
ペルミン水溶液の混合によって c-AuNPs 水溶液が赤色から紫色へと変色した。しかし、
c-AuNPsの凝集による沈殿は見られなかった。Figure 6.31bに 5 Mのスペルミンと c-
AuNPs の混合水溶液の TEM イメージを示した。このような c-AuNPs の凝集状態の変
化は、UV-vis吸収スペクトル以外に肉眼でも確認できる。 
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Figure 6.31. (a) Visual color changes of c-AuNPs in aqueous solutions of SPM at 
different concentrations (from 0 to 50 μM). (b) TEM image of aggregated c-AuNPs in a 
SPM solution at 2.5 M. 
 
本研究で用いた 20 nmの c-AuNPsは、約-0.35のゼータ電位と約 6.8の pHを示し、
表面が若干負に帯電している。一方、Figure 6.32に示すように、0～50 μMのスペルミ
ン水溶液の pH は 8.7 以下である。スペルミンの一級および二級アミノ基の pKa がそ
れぞれ 10.9 と 8.9であることから[85]、スペルミンの全てのアミノ基がプロトン化され、正
に帯電していることが分かる。しかし、スペルミン水溶液に c-AuNPs を混合した場合、
溶液の pH は、混合前のスペルミン水溶液の pH より低く、7 付近にとどまっている。こ
れは、以下の反応式(7)～(9)に示すように、一級または二級アミノ基のプロトン化によ
って形成された水酸基イオンが c-AuNPs のカルボキシル基との酸塩基反応によって
中和されるためであり、c-AuNPs とスペルミンの酸塩基相互作用による静電的結合を
裏付ける。混合溶液中の c-AuNPs とスペルミンの酸塩基相互作用による c-AuNPs の
凝集が起こり、700 nm付近に新たな光吸収バンドが現れたと考えられる。 
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Figure 6.32. pH of SPM solutions at different concentrations with (○) and without (□) c-
AuNPs. 
               RNH2  +  H2O  ⇄  RNH3+  +  OH¯         (7) 
RR'NH  +  H2O  ⇄  RR'NH2+  +  OH¯      (8) 
AuCOOH  +  OH¯  ⇄  AuCOO¯  +  H2O    (9) 
 
スペルミンとの比較に、スペルミジン、ジアミンブタン、ジアミノへキサン、ジアミノドデ
カンを用いて同様な比色分析を行った。濃度の異なるそれぞれのアミン化合物を c-
AuNPs 溶液と混合した後の 520 nm と 700 nm の吸光度比を計算した結果を Figure 
6.33に示した。c-AuNPsの凝集による 700 nmの光吸収バンドが観測できる濃度は、ス
ペルミン、スペルミジン、ジアミンブタン、ジアミノへキサン、ジアミノドデカンに対して、
それぞれ 5, 7, 23, 258および 25 μMであり、それぞれの検量線の傾きが 0.12, 0.057, 
0.018, 0.0090 および 0.0015 μM⁻1と小さくなる。スペルミンの変色まで約 10 秒の時間
がかかることに対し、スペルミジン, ジアミノへキサン, ジアミンブタン, ジアミノドデカン
の反応時間は、それぞれ約 50, 100, 300, 1000秒と長かった。従って、c-AuNPsはスペ
ルミンまたはスペルミジンに対して比較的に高い検知感度と選択性を示すことが分か
る。 
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Figure 6.33. Calibration curves of A520+1/A700+1 vs. concentrations of amine compounds 
including c-AuNPs. Inset shows a linear dependence of A520+1/A700+1 on the DAH 
concentration. 
 
スペルミンの pKa の値から分かるよう、スペルミンは水中で 4 つのアミノ基が全て正
に帯電している状態を保つ。また、ジアミンブタン、ジアミノへキサン、ジアミノドデカン
のジアミン化合物の pKa は、約 11 であり、スペルミンの一級アミノ基の pKa に同等す
る値である。従って、同様な実験条件下においては、本研究で用いたジアミン化合物
も正に帯電していると考えられる。しかし、c-AuNPsは、ジアミン化合物に対して選択性
がなく、相対的にポリアミンに高い反応性を示す。これは正に帯電したポリアミンのアミ
ノ基の数が c-AuNPsの凝集に有利に働くためである。 
一般的に前立腺がん診断のための尿中スペルミンおよびスペルミジンの検知範囲
は、それぞれ 1～10 μM および 10～50 μM と言われている[86]。本研究でのスペルミ
ンおよびスペルミジンに対する検知限界濃度は、両方に対して数 μM 程度であり、尿
中ポリアミンの検知に適用可能であると考えられる。 
700 nm の光吸収バンドは、ポリアミンの検知に重要な指標となることから、c-AuNPs
の溶液量を 150 μLに固定し、5 μM のスペルミン水溶液の混合比を変化しながら、混
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合溶液の UV-vis スペクトルを測定した(Figure 6.34a)。10 μL と 30 μLのスペルミンを
添加した場合は、520 nmの吸光度が減少し、50 μLを加えることで 650 nm付近に新
たな吸収バンドが現れ、更に 90, 120, 150 μLの添加量の増加に伴って 700 nmに SPR
カップリングによる新たな光吸収バンドが現れた。90 μL のスペルミン水溶液と 150 μL
の c-AuNPs溶液を混合した際に最大の吸光度に達した(Figure 6.34b)。その時、一個
の c-AuNP 表面に滞在するスペルミン分子数を以下の式(4)を利用して量論的に計算
することができる。 
 
                   (4) 
 
 
nAu と LAu は、それぞれ c-AuNPs 溶液中の粒子の数(nAu = 6.54×1011 nanoparticles 
mL⁻1)[87]および溶液の体積(LAu = 150 μL)である。Cs と Ls は、スペルミン溶液の濃度
(Cs = 5 μM)および体積(Ls = 90 μL)を表す。NA は、アボガドロ定数(NA = 6.023×1023 
mol⁻1)である。これらの値を式(4)に代入すると、一個の c-AuNP の表面に約 2.76×109
個のスペルミン分子が存在することが分かる。 
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Figure 6.34. (a) UV-vis spectra changes of c-AuNPs due to addition of a different volume 
of SPM at 5 μM in water and (b) absorbance changes at 520 and 700 nm. 
 
c-AuNPsを利用した比色分析において、c-AuNPsの粒子サイズは SPRカップリング
に影響を与える一つの要素である。粒径が小さくなるにつれて SPR カップリングが減
少し、検知能力の低下が予測できる[74,79]。本研究では、粒径が 20 nm および 5 nm
の 2種類の c-AuNPsを使用し、粒子サイズ効果を調べた。Figure 6.35に 2種類の c-
AuNPs を用いたスペルミン(5 μM)の検知結果を示した。凝集前の 2 種類の c-AuNPs
は、両方とも 520 nm 付近に SPR 吸収バンドをもつ。Figure 6.35a に示す 5 nm の c-
AuNPs の場合、スペルミン溶液の添加により反応溶液中の c-AuNPs 濃度が半減し、
吸光度が約半分に減少したが、600～700 nm における SPR 吸収バンドの変化は殆ど
見られない。一方、Figure 6.35b に示した 20 nm と 5 nm の混合 c-AuNPs では、同じ
波長領域において 5 nmの c-AuNPsより SPR吸収バンドが著しく右側にシフトすること
が確認できる。SPR吸収バンドの長波長側へのシフトは、スペルミンによる c-AuNPsの
凝集による SPR カップリングを示唆し、粒径の大きい c-AuNPs を混合することでスペ
ルミンへの応答が向上したことが考えられる。 
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Figure 6.35. UV-vis spectra of c-AuNPs with (a) a diameter of 5 nm and (b) a 1:1 mixture 
of 5 and 20 nm in diameter in an aqueous solution of SPM at 2.5 μM. 
 
一般的に AuNPs の共鳴振動、すなわち、SPR は、粒径が大きくなると SPR 波長が
長波長側にシフトする。これは、AuNPs の粒径が大きくなるにつれて、より波長の長い
可視光周波数が表面の自由電子と共鳴しやすくなるためである。一方、AuNPs の凝
集状態によっても吸収スペクトルのシフト(SPR カップリング)が起こり、AuNPs 水溶液
の色が赤から青または紫に変わる。5 nmの c-AuNPsに比べて 20 nmの c-AuNPsが
ポリアミンに対して高い応答性を示した理由の一つとして、AuNPs の凝集サイズが関
係する。Oishi らは、静電気相互作用に基づいたカチオン性ペプチド検知に、10 nm
より大きい粒子サイズの AuNPs が有利であることを報告している[88]。これは、AuNPs
の粒子サイズの増加(比表面積の減少)に伴って、粒子間の接触面積が減少し、少な
い量の検体でも効果的に AuNPs の凝集が可能であることを示唆する。本実験では、
20 nmの c-AuNPsとポリアミンとの反応による最大吸収波長が 700 nmにおいて現れ、
Oishi らによって検証された同じ粒子サイズの結果(650 nm)より大きい。これは、Oishi
らが用いたカチオン性ペプチドに比べてポリアミン(特にスペルミン)のより柔軟な分子
構造や分子サイズが AuNPs の凝集に有利に働いていることを意味する。c-AuNPs の
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サイズは、ポリアミンの検知に重要なパラメーターであると言える。 
Russel らによるがん患者の尿中ポリアミンに関する報告[89]を参考に、健常者の尿
中ポリアミンの検出を行った。更に、尿中にはポリアミン以外に主な共存物質として多く
のアミノ酸が含まれることから、アミノ酸による c-AuNPsの凝集可能性を調べた。 
健常者 3 名の原尿とそれに前立腺がんの病理学レベルのスペルミン(5 μM)を添加
した尿サンプルを用いて c-AuNPsによる比色分析を行った(Figure 6.36)。本研究で用
いた 20 nm の c-AuNPs によるスペルミンの検知限界は、5 μM 以下であり、前立腺が
ん患者の尿中スペルミンが検知可能な濃度である。健常者 3名(A, B, C, Figure 6.36b-
d)の原尿と c-AuNPs を混合した場合、520 nm の SPR 吸収バンドがそれぞれ、544, 
607, 612 nm付近の長波長側へとシフトし、混合状態での c-AuNPsの凝集が確認でき
た。更に、前立腺患者の尿中スペルミンのレベル(5 μM)に濃度を調整した場合、それ
ぞれの光吸収バンドが 632, 622, 635 nm に大きくシフトした。人によってスペルミンの
添加前の SPR吸収バンドの最大波長に違いが見られたが、スペルミンの添加によって
更なる c-AuNPsの凝集が起こったと考えられる。健常者の尿検査から個人差が見られ
たのは、恐らく尿中に含まれている全ポリアミンの濃度が異なることに起因する。一般
的に、前立腺がん患者の尿には、健常者に比べて約 4～6倍多くポリアミンが含まれる
と言われている[14]。尿中スペルミンを選択的かつ定量的に評価するためのより詳細
な検討が必要であるが、本研究方法は尿中ポリアミンの予備的な検査手法として可能
性が高い。 
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Figure 6.36. UV-vis spectra of c-AuNPs with a diameter of 20 nm (solid line in all 
figures) when diluted with (a) water and urine samples from three healthy volunteers: (b) 
A, (c) B, and (d) C with (dotted lines) and without (dashed lines) 2.5 μM SPM, 
respectively. 
 
Figure 6.37の UV-vis スペクトルから分かるように、500 μMの高濃度のアミノ酸を混
合した場合、c-AuNPs の凝集は見られず、520 nm において c-AuNPs の SPR 吸収バ
ンドのみが確認できた。リシンのように分子内に 2 つのアミノ基をもつ塩基性のアミノ酸
であっても c-AuNPs の凝集は起こらない。これは、尿中に混在するアミノ酸による c-
AuNPs の凝集可能性はなく、アミノ酸がポリアミンの検知に影響しないことを示唆する。 
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Figure 6.37. UV-vis spectra of c-AuNPs in aqueous solutions of amino acids at 500 μM. 
 
6.3.5 AuNPs/高分子電解質膜を用いた光ガス検知 
最近、光ファイバー上の高分子電解質LbL膜の形態変化に基づくガス検知に焦点
を当てている[96,97]。Poly(acrylic acid)/poly(allyamine hydrochloride) (PAA/PAH)また
はPAA/poly(diallyldimethyl ammonium chloride) (PAA/PDDA)の多層交互積層膜で
修飾した長周期格子光ファイバー(LPG)は、高分子電解質多層膜の屈折率(RI)変化
によりアンモニアに対する高い感度を示した。カチオン性ポリマーは、PAA層へのアミ
ン化合物の結合に起因して、LPG上へのPAA組織化の補助および薄膜の収縮(薄膜
密度の増加)の誘導において2つの役割を果たす。 
最近では、LPG繊維上に40〜50 nmの範囲の直径を有するシリカナノ粒子(SiO2NP)
からなるLbL多層メソポーラス膜をベースとする新規な有機化合物[98]、アンモニア
[99]の検出および物質のRIの測定[100]のための化学センサーもとして使用できること
を実証している。従来のゾルゲル技術と比較して、メソポーラスコーティングを形成する
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ためのLbL堆積技術の更なる利点は、異なる直径のSiO2NPを使用することによってコ
ーティング層の厚さを容易に制御する能力にある。しかし、SiO2NPコーティングの多孔
質性質は、低いRIをもたらし、コーティングのRIを増加させるために、機能性材料をメ
ソポーラス膜に注入しなければならない。 
本研究では、正に荷電した金ナノ粒子(AuNPs+)と陰イオン高分子電解質で自己組
織化されたLbL膜に基づく新しい光ガスセンシングの概念を報告する。アニオン性金
ナノ粒子の使用に基づく多くの従来のアプローチ101-104]とは異なり、AuNPs+は、
PAHおよびPDDAなどの通常のカチオン性ポリマーの役割を果たした。しかし、
AuNPs+の高いRIおよび独特の表面プラズモン共鳴(SPR)は、特にPAAポリマーとの
LbL膜を用いたアンモニアガス検出のための検知能力を改善することを可能にした。 
カチオン性ジスルフィド分子の[1, (−S(CH2)2NHCO(CH2)10(CH3)3N+ Br-)2]は、以前
の報告書に記載されている方法で合成された[105]。1で保護する AuNPs (AuNPs+)の
合成は、国武らの方法に従って行われた (Figure 6.38)[106]。簡潔にまとめると、
1(0.059 g, 0.16 mmol)を 30 mL の hydrogen tetrachloroaurate (III) tetrahydrate (0.16 
mmol)水溶液に添加し、室温で 5 分間撹拌した。更に、混合溶液に新しく調製した
sodium tetrahydroborate (5.0 mL, 0.16 mol)水溶液を滴下し、3時間激しく攪拌し続け
た。混合溶液を放冷した後、アセトン(300 mL)を混合物に滴下して、粒子が沈殿する
まで過剰のジスルフィドを除去した。形成された沈殿物を孔径 0.1 mの PTFE膜を用
いて濾過し、アセトンで洗浄して AuNPs+を黒色粉末として回収した。 
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Figure 6.38. Schematic illustration of synthesis of cationic gold nanoparticles (AuNPs+). 
 
作製した AuNPs+は、水中で安定であり、Figure 6.39aに示すように 520 nmで明確
な SPR バンドを示した。TEM 観察と DLS 測定の結果から、Figure 6.39b に示すよう
に、合成した AuNPs+は、平均粒径が約 5 nm であり、参考文献の 16、17 とよく一致し
ている。したがって、1で保護した AuNPs+の全体の大きさは、約 10 nmであると推定さ
れる[16,17]。石英基板上に PAA と PSSの交互層を有する AuNPs+の膜堆積に起因す
る UV-可視スペクトルの変化を Figure 6.40aおよび bに示す。膜数が増加するにつれ
て、吸光度は、200~500 nmのスペクトル領域において増加する。さらに、両方の膜は、
可視領域において約 544 nm の UV-vis スペクトルにおいて顕著なバンドを示した。こ
の吸収帯は、二重層数の増加に伴って直線的に増加し、石英基板上で均一な膜成
長を示した。Figure 6.40は、膜堆積の間に 229および 544 nmで測定した吸光度の増
加を示す。 
+
HAuCl4
S(CH2)2NHCO(CH2)10(CH3)3N
+ Br¯
S(CH2)2NHCO(CH2)10(CH3)3N
+ Br¯
S(CH2)2NHCO(CH2)10(CH3)3N
+ Br¯
NaBH4 AuNPs+
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Figure 6.39. (a) UV–vis spectrum of AuNPs+ (0.5 mg mL-1 in water) and (b) TME image 
of AuNPs+. Inset of (a) shows the size distribution diagram of AuNPs+. 
 
520 nmにあった AuNPs+の SPRバンドは、膜体積後、544 nmに 24 nmのレッドシフ
トを示した。この現象は、AuNPs+が静電的相互作用によって PAA または PSS 層で被
覆されたときに、AuNPs+の電子(誘電)環境がかなり変化したことによって、説明するこ
とができる。その結果、AuNPs+間の距離が小さくなり、水中の SPR 吸収ピークがレッド
シフトした。興味深いことに、AuNPs+/PAAおよび AuNPs+/PSS膜は、10回の堆積サイ
クルが完了した後、544 nm でほぼ同じ吸光度を示した。これは、式(10)と(11)に示した
ように、PAA が静電相互作用を介して、AuNPs+/PSS 多層膜と同様に、AuNPs+と交互
積層したことを示唆している。 
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Figure 6.40. UV–vis spectral changes during the 10-cycle film deposition of AuNPs+ 
with an alternate layer of (a) PAA and (b) PSS on quartz substrates. Insets show 
absorbance increases at 229 and 544 nm. 
 
これは、第4級アンモニウム塩RN+(CH3)3 Br‾が安定であり、溶液のpHにほとんど影
響されないと思われる。 
 
RN+(CH3)3 Br‾ + R'SO3‾ Na+ ⇄ RN+(CH3)3‾O3SR' + Na+Br‾           (10) 
RN+(CH3)3 Br‾ + R'CO2H ⇄ RN+(CH3)3‾O2CR' + H+Br‾               (11) 
 
AuNPs+/PAA 膜の場合には、1 wt％アンモニア溶液から蒸発したアンモニアガス
30分間膜を暴露し、HCl水溶液(0.1 M)に 15分間浸漬した後に測定した UV-vis スペ
クトルは再現可能であった(Figure 6.41a)。299 nm と 544 nmでの吸光度変化は、5回
の反復試験で 0.043±0.0033 と 0.0053±0.0013 であった(Figure 6.41b)。AuNPs+/PAA
膜におけるこの光学的変化は、PAA の脱プロトン化またはプロトン化に起因する。これ
は、通常 LbL 多層膜の形態変化を誘発する[8]。膜中の PAA ポリマー層の膨潤およ
び収縮は、AuNPs+の SPR 吸収に影響を及ぼす可能性がある。しかしながら、544 nm
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での SPR 吸収ピークに波長シフトは、観察されなかった。恐らく、520 nm から 544 nm
への大きな AuNPs+の SPR バンドの波長シフトは、膜中の AuNPs+の過密な充填に起
因すると考えられる。 
Figure 6.41cは、膜をアンモニアガスに 30分間暴露し、HCl水溶液に 15分間浸漬
した後の AuNPs+/PSS の 10 層膜の UV-vis スペクトルを示す繰り返し試験から有意な
変化は、観察されなかった (Figure 6.41)。この結果は、アンモニアおよび HClに対す
る PSSの応答がないことに起因する。 
 
 
 
 
Figure 6.41. (a, c) UV–vis spectra measured after the film was exposed to the ammonia 
gas vaporized from a solution of 1 wt% ammonia for 30 min and immersed in a solution 
of HCl in water (0.1 M) for 15 min for the 10-cycle AuNPs+/PAA and AuNPs+/PSS films, 
respectively. (b, d) Shifts of SPR absorption maximum and absorbance changes at 299 
and 544 nm for each film. 
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膜組成およびアンモニアの結合メカニズムを調べるために、FTIR測定を行った。
Figure 6.42は、アンモニアガスへの暴露前後およびHCl処理後のカチオン性ジスルフ
ィド、1、およびAuNPs+/PAAの10層膜のFTIRスペクトルを示す。Figure 6.42aに示すよ
うに、3296、1639、1547 cm-1の3つの固有ピークは、N-Hの伸縮バンドおよびアミド基
(−CONH−)の二種類のC-O伸縮バンドに対応する。更に、2917および2850 cm-1のピー
クは、それぞれ、1のCH2−基と−N−CH3−基のC−H伸縮バンドに割り当てられる。一方、
PAAのフリーな−COOH基のC−O伸縮に起因するピークは、Figure 6.42bの1720 cm-1
に観察された。PAAカルボキシレート基(−COO−)の非対称および対称C-O伸縮バンド
は、それぞれ1544(強い)および1414 cm-1(非常に弱い)で観察された。1453 cm-1付近
の小さなブロードなピークは、1およびPAAの−CH2−基のC–H伸縮振動に起因する可
能性がある。これらの結果は、PAAがLbL膜にうまく使用され、PAAのフリーなカルボキ
シル基が残っており、アンモニアの選択的な結合部位として使用できることを示してい
る。 
 
Figure 6.42. Comparison of FTIR spectra of (a) 1 and a 10-cycle AuNPs+/PAA film on 
a gold-coated glass substrate (b) before and (c) after exposure to ammonia gas and (d) 
after HCl treatment. Adopted wavenumbers: (i) 3296, (ii) 2917, (iii) 2850, (iv) 1720, (v) 
1639, (vi) 1544, (vii) 1453, and (viii) 1414 cm−1. 
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アンモニアガスに暴露されたAuNPs+/PAA膜のIRスペクトルをFigure 6.42cに示す。
膜がアンモニアガスに曝された後、1720 cm-1のC-O伸縮振動(−COOH)のピークの強
度は減少した。一般に、−COOH官能部分は、酸−塩基反応によって−COO−基へ変換
する。しかし、膜をアンモニアガスに暴露した結果、1414および1544 cm-1に−COO−基
の対称および非対称の伸縮振動に起因するピークの強度に明確な変化はなかった。
恐らく、この結果は、1544 cm-1の−COO−基の弱い非対称C−O伸縮が1547 cm-1の比較
的強いC−O伸縮のアミド基(−CONH−)と重なっている。更に、1570 cm-1のアミド基の
C−O伸縮は、AuNPs+上の自己組織化アルキルチオレート間の水素結合を介してより
強くなる。一方、3296および1639 cm-1のアミド基の他のピークは、水素結合によって減
衰していることが観察される。興味深いことに、Figure 6.42dのように、PAAに関連する
ピークの強度は、膜をHClで処理した後に回復し、1414 cm-1での透過率の減少および
1720 cm-1での透過率の増加を示した。 
Figure 6.43 に示すように、AuNPs+/PAA 膜の厚さの減少は、膜密度の増加に関す
る我々の仮説を証明する。アンモニアへの結合のための検出機構は、アンモニアと
PAAのカルボン酸部分との間の酸―塩基相互作用に基づいていると考えることができ
る。その結果、COOH 官能部分は、―COO―への変換を受け、PAA 層と AuNPs+層と
の間の静電的相互作用を増強することができる。PAA が PDDA または PAH と結合し
た場合に得られた結果と同様の感知性能が観察される[90,91]。FTIR と AFM の結果
に基づいて、AuNPs+/PAA膜の収縮は、アンモニアの吸着によって引き起こされると結
論付けることができ、これは主にAuNP+の近UV領域で大きな光学的変化をもたらす。 
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Figure 6.43. Schematic illustration of the correlation between the optical and 
morphological changes in the AuNPs+/PAA film due to exposure to ammonia gas and 
HCl treatment. 
 
6.4 結論 
長周期格子光ファイバー（LPG）を用いた低分子代謝物の検知成果を総括し、記述
した。LPGは、ファイバーコア屈折率の周期的な変調であり、ファイバー周囲の屈折率
を敏感に捉えることができる。このような物理パラメーターである屈折率を高感度に応
答する光ファイバーに高分子電解質、シリカナノ粒子、ポルフィリン、酸化チタンなどの
ナノ薄膜（人工レセプター）を修飾することで、LPGは、高感度かつ選択的な低分子代
謝物のセンサーとして応用できることを証明した。 
クエン酸で保護されたアニオン性 c-AuNPsの凝集に基づいたポリアミンの比色分析
を試みた。分子内に最も多くのアミノ基を有するスペルミンと c-AuNPs の凝集によって、
520 nm の c-AuNPs の SPR 光吸収バンドの減少と、700 nm 付近の c-AuNPs の凝集
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による新たな光吸収バンドの増加が確認でき、それに伴って c-AuNPs 溶液が赤色か
ら紫色へと変色した。本研究で用いた c-AuNPs は、粒子の分散性がよく、特に粒子サ
イズが均一である利点を有し、より効果的比色分析が期待できる。今後、実験条件の
最適化や検知感度の向上を通して、前立腺がんの検査のための具体的な方法論の
確立を目指す。 
カチオン性金ナノ粒子(AuNPs+)と poly(acrylic acid)(PAA)や poly(sodium 4-styrene 
sulfonate)(PSS)のアニオン性高分子電解質の自己組織化 layer-by-layer(LbL)多層膜
を利用した光学ガス検知を実証した。AuNPs+/PAA 膜は、アンモニアに対して光学的
に敏感であり、膜の応答性は HCl 処理によって再現可能であったが、AuNPs+/PSS 膜
については応答が観察されなかった。現在のアプローチは、ナノ粒子によるガス拡散
および電気化学的特性の改善およびアルキルチオレートに自己組織化された AuNPs
が疎水性化合物への選択性などのガス検知のための可能性を提供する。 
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第七章 結論 
がんは世界各国において最も主要な死因の一つであり、がんの早期発見が医療分
野の重要な課題となっている。揮発性有機化合物（VOC）は代謝物としてヒトの体液な
どに多く存在し、近年、被験者に苦痛を与えない非侵襲的疾患診断のマーカーとして
関心を集めている。本論文は、水中にわずかに存在する VOC を効率よく抽出できる
薄膜型吸着デバイスを開発し、それを体液などの生体試料の分析に用いることで体内
から排出される VOC の疾患相関を解明することを目的とした。本論文で達成したこと
は、以下に示す。 
1．ゼオライトの一種である ZSM-5 とポリジメチルシロキサン（PDMS）の複合薄膜を用
いたマイクロ抽出法（TFME）を組み合わせた新規ガスクロマトグラフィ－質量分析
（GC-MS）法の開発に成功し、ppt レベルの高感度定性・定量分析を可能にした。 
2．健常者の体液（唾液、尿）に含まれるVOC成分について、TFME-GC-MS法を用い
た高感度分析と統計処理を併用したデータ解析によって、体液から発見された VOC
が内因性または外因性物質であるかの区別を可能にした。また、口腔がん患者の唾
液に含まれる VOC からがんに高い相関を示すバイオマーカーの存在を明らかにした。 
3．ヒト由来子宮頸がん細胞（HeLa）および肝臓がん細胞（HepG2）の連続培養を行い、
HeLa細胞から 10成分、HepG2細胞から 8成分のバイオマーカーの候補物質を発見
した。更に、HepG2細胞培養中に増加傾向を示した 1-butanolを任意の濃度のガス状
にして培養中の細胞に暴露した結果、細胞数と VOC代謝パターンの著しい変動が観
察され、がん細胞の活動が特定の VOC代謝の化学平衡に強く依存することを世界初
めて実験から明らかにした。 
4．非侵襲的がん診断デバイスの開発に光ファイバーと機能性材料を組み合わせた
種々のセンサー設計を検討し、光学検知に基づいた高感度・高選択性バイオセンサ
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の開発に必要な基盤技術を確立した。 
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